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Beschreibung einiger Apparate. 
Von 


A. Kossel. 


Mit funf Abbildungen. 


I. Natriumpresse zur Herstellung von '/:0 Normallosungen, 

Fiir die Herstellung dieses Apparates waren zuniichst 

die Bediirfnisse des praktischen physiologisch-chemischen Unter- 
richts der Mediciner massgebend. Es schien mir fiir das Ver- 
stiindniss des Wesens der Alkalimetrie und Acidimetrie vortheil- 
haft, bei der Darstellung der Normallésungen vom metallischen 
Natrium auszugehen. Da das Abwiigen des Natriums sich in den 
physiologisch-chemischen Uebungscursen als unzweckmiissig 
erwies, setzte ich ein volumetrisches Verfahren an seine Stelle, 
indem ich eine Natriumpresse anwandte, an welcher sich das 
Volumen des herausgepressten Natriums ablesen liisst. Diese 
Presse wurde auf meine Veranlassung von Herrn Rinck, 
Mechaniker am physiologischen Institut in Marburg, construirt. 
Der Apparat arbeitete so genau, dass er seit mehreren 
Jahren im hiesigen Laboratorium zur Darstellung von!/10 Normal- 
natronlauge allgemein angewandt wird. Der grésste beobachtete 
Fehler beim Abpressen des Natriums betrug ++ 0,6 mg Natrium. 
Die Natriumpresse besteht aus einem eisernen Cylinder C, 

in welchem ein Stempel durch eine Schraube S auf und ab 
bewegt wird. Die Mutter M der Schraube ist an dem Biigel B 
befestigt. An die Mutter wird von unten her der Cylinder C 
angeschraubt und an diesen eine mit Pressloch versehene 
Kappe K. Die Schraube 8, welche zur Bewegung des Stempels 
dient, ist genau geschnitten und triégt an ihrem oberen Ende 
eine Theilscheibe T mit 100 Theilstrichen. An der Mutter M 
befindet sich ein Index J, welcher gestattet, die Stellung der 
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Theilscheibe abzulesen. Ganze Umdrehungen der Schraube 
werden gezihlt. 

Die Bereitung der 1/10 Normalnatronlauge vollzieht sich 
folgendermassen. Durch einen mit Alkohol befeuchteten Kork- 
bohrer, welcher nur wenig enger ist als der Cylinder C, wird 
ein Stiick Natrium herausgestochen, auf Filtrirpapier trocken 
gerollt und in den abgeschraubten, vollig reinen Cylinder B 
eingefiihrt, dann wird die Kappe aufgeschraubt und der Cylinder 
an die Mutter M angeschraubt. Die Schraube wird jetzt 
heruntergedreht, bis der Draht aus dem Pressloch tritt. Der 
hervorragende Draht wird hart am Pressloch mit dem Messer 
abgeschnitten und am Index der Stand der Theilscheibe ab- 
gelesen. Darauf stellt man 
ein mit 30 cem. Alkohol ge- 
fiilltes geriiumiges Becher- 
glas unter das Pressloch und 
presst diejenige Natrium- 
menge in Drahtform in den 
Alkohol hinein, welche dem 
Gewichte von 1,15 g ent- 
spricht. Die hierzu néthige 
Anzahl von Umdrehungen 
(etwa 10) ist durch Aichung 
genau festgestellt und an je- 
dem Apparat verzeichnet. 
Nach beendeter Pressung 
wird der Draht sofort genau 
am Pressloch abgeschnitten. Sobald das Natrium vollig gelést 
ist, verdiinnt man den Alkohol mit Wasser, spiilt den Inhalt 
des Becherglases in einen Halbliterkolben und fiillt mit Wasser 
auf 500 cem. auf. Zur Herstellung eines Liters !/10 Normalnatron- 
lauge verwendet man 50 ccm. Alkohol und beginnt mit dem 
Herauspressen der zweiten Hiilfte des Natriums erst, nachdem 
die erste Hilfte vollig gelést und die Fliissigkeit abgekihlt ist. 

Unmittelbar nach Beendigung jeder Pressung schraubt 
man den Cylinder von der Mutter und die Kappe vom Cylinder 
ab und stésst den im Cylinder verbliebenen Rest des Natriums 








Fig. A. Natriumpresse. 
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mit Hiilfe eines Stabes in ein Gefiiss, welches zum Aufbewahren 
der Natriumreste dient. Hierauf reinigt man das Innere des 
Cylinders und die Kappe durch ein mit Alkohol befeuchtetes 
Tuch von den etwa anhaftenden Spuren von Natrium und 
trocknet mit Hiilfe eines zweiten Tuches. Diese Reinigung 
erfordert nur kurze Zeit, muss aber mit grosser Sorgfalt aus- 
geliihrt werden. Eine kleine Unreinlichkeit am Apparat kann 
dazu fiihren, dass der Stempel im Cylinder festhaften bleibt. 

Die Natriumreste werden bei ungefiihr 120° im Trocken- 
schrank geschmolzen und in ein konisch geformtes Becherglas 
gegossen. Die so erhaltenen Stiicke werden fiir das Ausstechen 
von neuen Cylindern benutzt. 

Mit Hilfe einer derartigen Presse wurden von Anfiingern 
in den Uebungscursen in 13/4 Stunden unter Aufsicht des 
Docenten 15 Liter n/10 Natronlauge durch 30 Pressungen ein- 
zeln hergestellt. 


Eine neue Form der Centrifuge. 


Die zur Gewinnung von Niederschligen, rothen Blut- 
korperchen u. s. w. gebriiuchlichen «Absatzcentrifugen» sind 
so construirt, dass cylindrische Gefiisse, welche zur Aufnahme 
der Fliissigkeit dienen, in radialer Richtung gelagert sind. 
Diese Anordnung hat den Nachtheil, dass der peripherische 
Theil der rotirenden Scheibe, welcher die grésste Geschwin- 
digkeit und somit auch die grésste Schleuderkraft besitzt, am 
wenigsten ausgenutzt wird. Eine einfache Ueberlegung ergibt, 
dass die Schleuderkraft mit dem Quadrat des Radius wichst. 
Ich habe mich bemiiht, eine Centrifuge construiren zu lassen, 
in welcher die zu centrifugirende Fliissigkeit sich in ziemlich 
flachen, in der Néhe der Peripherie angeordneten Gefissen 
befindet. Flache Gefiisse bieten fiir das Blut den Vortheil, 
dass die suspendirten rothen Blutkérperchen einen geringeren 
Weg zu durchlaufen haben, um den Boden des Gefiisses und 
somit diejenige Schicht zu erreichen, in der sie so eng gegen 
einander gedriickt werden, dass sie aneinanderklebend eine 
zusammenhiingende Schicht bilden. Es ist ja eine bekannte 
Erfahrung, dass dies Absetzen der rothen Blutkorperchen aus 
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der mit Kochsalz verdiinnten L6sung vermége der Schwerkraft 
nur in flachen Gefiissen gut von Statten geht. 

Diese Form der Gefisse bringt gegeniiber den bisher 
gebriiuchlichen zwei Vortheile mit sich: erstens erreicht man 
die Bildung einer zusammenhingenden Schicht von rothen 
Blutkérperchen schon bei 
geringerer Umdrehungs- 
zahl; somit wird die Ge- 
.ahr des Zerspringens der 
Gefiisse oder des Zer- 
reissens der Metalltheile 
beim Centrifugiren — be- 

triichtlich vermindert, 
zweitens wird der Inhalt 
der Gefiisse ein grésserer. 

Nach Massgabe dieser 
Erwiigungen hat Herr M. 
= ) Rinck auf meine Veran- 
Ni lassung eine Centrifuge 
gebaut, deren Construc- 
tion aus beifolgenden Ab- 
bildungen  ersichtlich ist. 
Die Centrifuge besteht aus 
einem kriiftigen Rad von 
54 em. Durchmesser mit 
8 Speichen, an welchen 
a moglichst nahe der Peri- 
pherie die rechteckigen 
Gefiisse, deren Boden der 
Peripherie — entsprechend 
gekriimmt ist, in schrag 
nach unten und aussen 
| gehenden Schlitzen  auf- 
gehiingt sind. Die Gefiisse sind aus Messingblech gefertigt 
und dienen zur Aufnahme gleich geformter Glasgefiisse. Die 
Messinggefiisse ruhen jedoch nicht an der tiefsten Stelle des 
Schlitzes, sondern werden durch federnde Stifte getragen, 
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welche sie ungefiihr 1 mm. iiber der tiefsten Lage halten. 
Wird die Centrifuge in Umdrehung versetzt, so schwingen die 
Gefiisse nach aussen. Bei staérkerer Umdrehungsgeschwindig- 
keit wird der federnde Stift niedergedriickt und das Gefiiss 
wird das Bestreben haben, auf die tiefste Stelle des Schlitzes 
zu sinken. Ehe dies erreicht wird, kommt der Boden des 
Messinggefiisses mit dem Radkranz in Beriihrung und das 
Gefiiss erhiilt dadurch auf seiner ganzen Liinge eine feste 
Unterstiitzung. Dadureh wird ein Verziehen des Messing- 
gefisses und ein Zerspringen des Glaseinsatzes vermieden. 
Umgekehrt wird beim Auslaufen der Centrifuge die Feder 
das Gefiiss von der Wand abheben und ein Hiingenbleiben 
desselben verhindern. Die 8 Glasgefiisse fassen je 500 ccm. 
Die Centrifuge ist auf 1500 Umdrehungen eingerichtet bei 
einem Kraftbedarf von 1/3 HP. 

Bei der Fiillung ist der Inhalt der Gefiisse mit Hiilfe 
einer Waage gleich zu machen. 

Das Rad ist von einem Kupfermantel umgeben. Die Hohe 
der Centrifuge betrigt 60 cm. 


Apparat zur Zerkleinerung thierischer Organe. 


Der in Folgendem zu_ beschreibende, von Herrn Rinck 
auf meine Veranlassung construirte Apparat, bezweckt eine 
Zerkleinerung thierischer Organe als Vorbereitung fiir die 
analytische Untersuchung derselben. Die Zerkleinerung soll 
eine mdglichst weitgehende sein und ohne Verluste vor 
sich gehen; sie wird in der Weise vorgenommen, dass 
die thierischen Organe oder ganze Thiere in hartgefrorenem 
Zustand durch eine Frisevorrichtung in eine schneeartige 
Masse verwandelt werden. Der Apparat besteht aus einer 
vertical stehenden Welle W, die einen Rothgussk6rper triigt, 
auf welchem die Messer M,, M,, M,, M, in gleichen Abstianden 
befestigt sind. Ausserhalb der Lager sitzt eine Schnurscheibe 
auf der Welle. Vor den Messern befindet sich ein kriftiger 
Schlitten S, welcher an seinem vorderen, den Messern zu- 
gekehrten Ende den zu schneidenden Gegenstand G an einen 
Schieber A angefroren tragt. Der Schlitten wird durch eine 
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Schraube B bewegt, die 
durch eine Kurbel von T - 
Hand gedreht wird. Durch = 
diese Vorrichtung wird | 
der zu zerkleinernde Ge- 
genstand den Messern ste- 
tig zugeftihrt. Die Messer 
sind von einem Mantel 
umgeben, in welchen die 
zerkleinerte Masse hinein- 
geschleudert wird. Durch 
eine besondere, von Herrn 
Linck construirte Schleif- 
vorrichtung, welche in der 
Zeichnung nicht angegeben 
ist, kOnnen die Messer 
auf der Achse geschliffen 
werden, so dass sie scharf 
und gleichlang erhalten 
bleiben und alle vier gleich- 
miissig angreifen. 
Kleinere Thiere, 
wiez. B. Ratten, konnen 7 i, 
bhas Wikies walle te , — 
nert werden, nur ist es 
empfehlenswerth, die -4_ sitectiininiatadinn OP 
Nageziihne zu entfer- (: [ reece ace is 
nen, da der Schmelz | 
die Messer etwas an- 
~ 
greift. > 
Das Verfahren ist 


folgendes. Man bringt r{— 
das getédtete Thier in 


ein schwach conisches = 
Kupferrohr, zieht den Schieber A, welcher aus einer viereckigen 
Metallplatte besteht, aus dem Apparat und befestigt denselben 
mit einem Biigel an dem Kupferrohr, sodass das Rohr an 
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Apparat zur Zerkleinerung thierischer Organe. 


Fig. ¢ 
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dem weiten Ende durch 
die Schieberplatte ver- 
schlossen wird. Um einen 
wasserdichten Verschluss 
zu erzielen, befindet sich 
zwischen Rohr und Schie- 
berplatte ein Kautschuk- 
ring. In das so entstandene 
Gefiiss, welches das zu 
schneidende Thier oder 
Organ enthalt, giesst man 
Wasser und bringt das 
Ganze in einen Filzbecher, 
der oben mit Werg lose 
verschlossen wird und in 
den man_ Kohlensiiure 
unter Druck einstrOmen 
lasst. Der Kohlensiiure- 
schnee bringt das Wasser 
schnell zum Gefrieren, so- 
dass das Organ durch eine 
Eisschicht andem 
Schieber befestigt 
wird. Die Festig- 
keit dieser Ver- 
bindung wird 
durch einen auf 
die Schieberplatte 
gelotheten Ring R 
noch  vermehrt. 
Auch hat man 
darauf zu achten, 
dass das Organ 
sich mdglichst 
dicht an der Schie- 


berplatte befindet, jedoch so, dass es sich ganz verschneiden 
liisst. Wiahrend 2—3 Stunden liisst man in Zwischenriiumen 
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von etwa 20 Minuten etwas Kohlensiure nachstré6men, dann 
ist das Organ hart gefroren. Man zieht die Kupferhiilse aus 
dem Filzmantel, l6st die Hiilse durch Erwirmen iiber der 
Flamme von dem Inhalt, zieht sie ab und setzt die Schieber- 
platte mit dem daran festgefrorenen Organ in den Apparat 
ein. Man umgibt nunmehr die Masse mit dem Mantel,!) welcher 
aus zwel in einander zu schiebenden Blechkasten besteht, die 
in geeigneter Weise mit Ausschnitten versehen sind, setzt 
die Messerachse in Rotation und nihert durch _ vorsichtige 
Drehung der Kurbel die gefrorene Masse den Messern, welche 
die abgeschabte schneeartige Masse in den Mantelraum hinein- 
schleudern. Eine Ratte wird etwa in hoéchstens 6 Minuten 
zerkleinert, wobei die Messerachse etwa 1500 Umdrehungen 
(also 6000 Schnitte) in der Minute macht. Auch sehr harte 
und ziihe Massen, die der Zerkleinerung sonst hartnackig 
widerstehen, wie die Achillessehne des Rindes, werden ohne 
Schwierigkeit verarbeitet. Untersucht man die Masse unter 
dem Mikroskop, so findet man, dass die Zerkleinerung eine 
vollkommenere ist, wie mit der Fleischhackmaschine. Muskel- 
fasern werden in kleine Stiicke zerschnitten, nicht etwa zer- 
rissen. Es ist leicht, die letzten Reste der Organsubstanz, 
welche sich an den Messern befinden, zu sammeln und das 
zerkleinerte Thier quantitativ zu verarbeiten. Der Apparat 
wirkt nur dann in richtiger Weise, wenn die Masse vollig 
hart ist. Uebermiissig langes Frieren ist aber zu vermeiden, 
da auf diese Weise die Eismasse rissig werden kann, sodass 
der Eiscylinder zerbricht.?) 
1) In der beifolgenden Zeichnung nicht angegeben. 

2) Die beschriebenen Apparate sind von dem Mechaniker des 
physiologischen Instituts in Marburg, Herrn M. Rinck, zu beziehen. 

















Versuche iiber Resorption, Verdauung und Stoffwechsel 
von Echinodermen. 
Von 


Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaction zugegangen am 12. Juni 1901.) 


Bei den Untersuchungen der letzten Jahre tiber Darm- 
resorption, Nierensecretion und Lymphbildung hat sich ergeben, 
dass es nicht mdglich ist, mit Kriften auszukommen, die der 
Zusammensetzung der Fliissigkeiten oder dem Aufbau der Wand 
ihren Ursprung verdanken. Bei diesen Processen wirken Krifte, 
die von dem Protoplasma der Zellen geliefert, aus den Spann- 
kraften der Nahrung von ihm erzeugt werden. Zusammen 
mit ihnen wirken nun aber oft auch osmotische und andere 
Krafte, deren vollstandige Trennung von den anderen bisher 
noch in keinem Falle gelungen ist. Eine stets wiederkehrende 
schwierigkeit bei diesen Untersuchungen besteht nun bekannt- 
lich darin, dass wir meist gar nicht in der Lage sind, die 
fraglichen Fliissigkeiten in ihrem urspriinglichen Zustande zu 
untersuchen, in dem sie aus der Arbeit der Organe hervor- 
gegangen sind. Am Darm speciell haben sich alle bisherigen 
Untersucher nur mit den Verinderungen beschiftigen kénnen, 
welche die in sein Lumen eingebrachte Fliissigkeit daselbst 
erfahrt. Eine Feststellung der resorbirten Substanzen auf der 
anderen Seite der Membran, im Blute, war unmdglich. Denn 
am lebenden Thiere wird das durch die Capillaren der Darm- 
wand stromende Blut durch die Circulation fortwiéhrend er- 
neuert, sodass in jeder einzelnen Portion nur dusserst geringe 
Substanzmengen sich finden, und am isolirten, aus der Circu- 
lation entfernten Darme vermochte ich zwar eine Resorption 
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von Fliissigkeit zu beobachten,!) dagegen keinen Transport von 
gelosten Substanzen durch den Darm hindurch nach aussen. 

Diese Schwierigkeiten konnten vielleicht vermieden werden, 
wenn man die Resorptionsversuche nicht, wie bisher, ausschliess- 
lich an warmbliitigen Wirbelthieren anstellte, sondern sich 
unter den Wirbellosen nach geeigneten Objecten umsah. Aus 
zwei Griinden wihlte ich die Echinodermen. Einmal be- 
sitzen, wie den Zoologen liingst bekannt war, und wie neuer- 
dings die Versuche v. Uexkiill’s und Anderer gezeigt haben, 
bei den Echinodermen die einzelnen Korpertheile eine grosse 
functionelle und nervése Unabhingigkeit von einander, und es 
war daher zu hoffen, dass die zu untersuchenden Organe ge- 
niigend lange und in hinreichend physiologischem Zustande 
iiberlebensfahig bleiben wiirden. Sodann aber ist bei den 
Echinodermen nichts von einer Circulation bekannt. 

Den Einwand, dass man von so abweichend gebauten 
Thieren keine Riickschliisse auf die Verhiltnisse bei Saéuge- 
thieren machen diirfte, brauche ich nicht zuriickzuweisen. 
Nachdem die Morphologen seit Decennien diesen Weg be- 
schritten haben, sind ihnen in der letzten Zeit immer zahl- 
reichere Physiologen, wie Biedermann, Bethe, v. Uexkiill, 
Lob u. A., gefolgt und haben an Wirbellosen verschiedener 
Tvypen und Klassen Thatsachen von allgemein physiologischer 
Bedeutung festgestellt. Allerdings hat v. Uexkiill?) dagegen 
Verwahrung eingelegt, dass die Physiologen die niederen Thiere 
nur als Forschungsobjecte fiir allgemein biologische Fragen 
betrachteten, die aus technischen Griinden bequemer an ihnen 
zu losen seien, als an den sonst verwendeten Wirbelthieren. 
Er reclamirt alle diese Untersuchungen fiir die vergleichende 
Physiologie als eigene Wissenschaft und fordert die Beobach- 
tung der Functionen der niederen Thiere, um derart eine 
Kenntniss der Physiologie der betreffenden Thierspecies zu 
gewinnen, und nicht um allgemeine Sehliisse daraus abzuleiten. 
Aber eine derartige Untersuchung gehdrt doch mehr zu den 


1) O. Cohnheim, Zeitschr. f. Biologie, 38, 419, 1899. 
2) J. v. Uexkiill, Zeitschr. f. Biologie, 37, 334, 1898. 
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Aufgaben der beschreibenden Zoologie, und so wiinschenswerth 
es fiir sehr viele wirbellose Thiere ist, dass von dieser Seite 
die Function der einzelnen Organe auch durch physiologische 
Experimente ermittelt, und nicht nur aus vergleichend-anato- 
mischen und histologischen Befunden erschlossen wird, so sind 
die Fragen, die uns als Physiologen beschiftigen, doch wohl 
andere. Fiir gewisse Probleme des Stoffwechsels und der 
Zellthatigkeit ist das Object, an dem wir experimentiren, 
gleichgiiltig und wir sind daher berechtigt, aber auch ge- 
zwungen, uns aus der gesammten Reihe der Organismen die 
geeigneten Objecte auszuwihlen, und andererseits gestattet die 
Untersuchung von Thieren aus verschiedenen Typen, also mit 
ganz verschiedenem Bauplan, die allen gemeinsamen und noth- 
wendigen Eigenschaften von den secundir bei dem einzelnen 
Thier entstandenen zu trennen. 

In praxi wird diese Unterscheidung einstweilen wohl 
ziemlich gegenstandslos sein; in der vorliegenden Untersuchung 
benutzte ich die Holothurien und Seeigel zunichst wesentlich 
als bequeme Untersuchungsobjecte, es ergaben sich aber eine 
Reihe den Bau dieser Thiere an sich betreffender Thatsachen. 

Die Untersuchung wurde im physiologischen Laboratorium 
der zoologischen Station zu Neapel ausgefiihrt. Herrn Geheim- 
rath Dohrn gestatte ich mir, auch an dieser Stelle fiir sein 
liebenswiirdiges Entgegenkommen meinen verbindlichsten Dank 
auszusprechen; desgleichen Herrn Professor Eisig ftir sein 
bereitwilliges Eingehen auf meine Wiinsche und seine fort- 
dauernde Unterstiitzung. Zu grossem Danke bin ich auch 
Herrn Cav. Dr. Lo Bianco verpflichtet, der mich mit dem 
sehr reichlichen, fiir die Versuche erforderlichen Thiermateriale 
versorgt hat. Der Arbeitsplatz wurde mir von dem Gross- 
herzoglich Badischen Ministerium fiir Kultus und Unterricht 
bewilligt, der Aufenthalt in Neapel durch eine Unterstiitzung 
der K6niglich Preussischen Akademie der Wissenschaften er- 
moglicht. 

Anatomische Vorbemerkungen. 

Zu den Versuchen dienten Holothuria tubulosa, 

Sphiirechinus granularis und Astropecten aurantiacus. 
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Die Holothurien besitzen eine gurkenformige Gestalt, mit 
einer von einem Tentakelkranz umgebenen Mund- und einer 
After6ffnung an den beiden Korperenden. Die K6rperwand 
ist 0,5 em. dick, bei grossen Thieren auch noch dicker, und 
von einer fast knorpelharten Consistenz; die eigenthiimliche 
Verschleimung, die Lindemann!) bei Stichopus regalis 
beschrieben hat, zeigt sie nicht. Die Héarte und Derbheit 
beruht nur zum kleinsten Theil auf den eingelagerten Kalk- 
korperchen, ist vielmehr im wesentlichen von dem Wasser- 
gehalt abhingig; in Alkohol aufbewahrte, d. h. entwisserte 
Holothurienhaut ist papierdiinn. Die Haut scheint eine von 
der Muskulatur unabhiangige Contractilitét zu besitzen. Diese 
Korperwand umschliesst die mit Fliissigkeit geftillte Leibes- 
hohle, die bei grossen Thieren 100—200 ccm. Fliissigkeit 
enthélt. An der Innenseite der Kérperwand ziehen von der 
Mund- zur After6ffnung fiinf flache Muskeln. Vom Mund zum 
After zieht auch der zweimal gewundene Darm; er besitzt 
etwa doppelte Kérperlinge und fasst 10—35 cem. Gleich hinter 
dem Mund durchsetzt er einen Kalkring, an dem er befestigt 
ist. Am After zeigt er eine deutliche Einschniirung und etwa 
3—4 cm. vorher eine weitere Einschniirung; in das Stiick 
zwischen ihnen, die Kloake, miindet die Wasserlunge, die 
theils frei, theils durch ein Mesenterium mit dem Darm ver- 
bunden, in der Leibeshéhle liegt. Das Athmen der Holothurien 
geschieht, indem sie durch die Afterdffnung in regelmassiger 
Folge Wasser einziehen und ausstrOmen lassen; bei un- 
geniigender Liiftung, in einem zu kleinen Bassin, oder wenn 
man die Holothurien auf 30° C. erwirmt, werden die Athem- 
bewegungen sehr lebhaft und haufig. 

Kine deutliche Gliederung in Abschnitte bemerkt man bei 
dem Darm nicht, doch unterscheidet Haman?) das vordere, 
engere, glatte Stiick als Driisenmagen von dem weiteren, 
mehr gefalteten Diinndarm. Die Histologie der Darmschleim- 





1) Lindemann, Zeitschr. f. Biologie, 39, 18. 1900. 

2) O. Hamann, Beitrage zur Histologie der Echinodermen. Zeitschr. 
f. wissenschaftl. Zool., 39, 145. 1883. — O. Hamann, Beitraége zur 
Histologie der Echinodermen, Bd. I—III. 1884 ff. 
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haut ist ausser von Hamann zuletzt von Frentzel') be- 
schrieben worden, der Cylinderzellen verschiedener Grésse und 
Form und daneben Wanderzellen mit wechselnden Einschliissen, 
Hamann’s «Plasmawanderzellen», rothe «Secretzellen» und 
«Fermentzellen» unterscheidet. — Der Darm ist durch ein 
netzformiges Mesenterium an der Leibeswand befestigt, das 
auch die Darmschlingen unter sich und zum Theil mit der 
Wasserlunge verbindet. — Zu erinnern ist an die bekannte 
Eigenthtimlichkeit der Holothurien, sich auf déussere Reize ihrer 
Eingeweide zu entledigen. Es reisst dann der Darm am Schlund- 
ring und unmittelbar vor dem After ab und wird in sonst 
unversehrtem Zustande mitsammt dem Mesenterium und der 
Lunge durch den After entleert. Dies Auswerfen sah ich 
nur dann hiiufiger, wenn ich die Thiere auf 30° C. erwiirmte, 
oder wenn die Liiftung ungeniigend war; doch wurden auch 
derartige darmlose Thiere gelegentlich von den Fischern ein- 
gebracht. Die Thiere leben in diesem Zustande noch tagelang 
und bieten in Aussehen und Bewegung nichts Abnormes. 
Beobachtungen tiber Regeneration der Eingeweide habe ich 
nicht gemacht. Endlich ist zu erwiihnen, dass in der Lunge 
vieler Holothurien ein grosser Fisch schmarotzt, der Fierasfer 
acutus; da man seine Anwesenheit am unversehrten Thier 
nicht feststellen kann, bildet er unter Umstiinden eine sehr 
unerwiinschte Complication. 

Spharechinus granularis ist ein regulirer Seeigel, 
d. h. er hat eine kugelférmige, an der Unterseite abgeplattete 
Gestalt, die Mundéffnung in der Mitte der Unterseite, die 
Afteréffnung gerade gegeniiber, an dem dorsalen Pole oder 
Scheitel. Er besteht aus einer derben Kalkschale, welche die 
geriumige Leibeshohle umschliesst. Ein kleines Exemplar mit 
einem — durch Wasserverdriangung bestimmten —— Cubikinhalt 
von 225 ccm. enthielt 175 ccm. Leibeshéhleninhalt. An der 
Aussenseite der Kalkschale sitzen Pedicellarien, Saugfiisschen 
und die Stacheln mit ihren Muskeln. In der Mitte der Unter- 





i) J. Frentzel, Beitraige z. vergl. Physiologie u. Histologie der 
Verdauung. Arch. f. (Anatom. u.) Phys. 1892, 5. 81. 











Otto Cohnheim. 


seite findet sich eine etwa thalergrosse Oeffnung in der Kalk- 
schale, die durch eine weiche Membran und den in deren Mitte 
befindlichen miichtigen Kauapparat der Seeigel, die sogenannte 
Laterne des Aristoteles, eingenommen wird. Der Kauapparat 
wird von dem Schlund, dem Anfangstheil des Verdauungs- 
kanals, durchsetzt; von ihm lauft der stark gewundene Darm 
zum After; er ist sehr geriitumig, aber diinnwandig, und ist durch 
ein netzartiges Mesenterium an der Innenseite der Kalkschale 
aufgehaingt. Erkennbare Abschnitte besitzt er, abgesehen von 
dem allerersten, engeren Stiick, dem sogenannten Oesophagus, 
nicht. Mikroskopisch besteht sein Epithel, nach Frentzel 
und Hamann, ebenfalls aus Cylinderzellen und zahlreichen 
amOboiden Wanderzellen, die vollig tibereinstimmen mit den 
in der Leibeshdhle schwimmenden Blutkérperchen und den 
Wanderzellen, die man in den anderen Organen des Seeigels 
trifft. Ein Theil enthalt einen intensiv gelbroth gefiirbten, 
etwa die Hialfte der Zelle einnehmenden Korper, andere ent- 
halten Eiweisskrystalle, die List!) genauer untersucht hat. — 
Von anderen Organen des Seeigels sind nur die 5 Genital- 
schliuche zu erwihnen, die an der Innenseite der Kalkschale 
zwischen den Darmschlingen sitzen und in den Monaten 
Januar bis April, wihrend denen ich an den Seeigeln experi- 
mentirte, stark entwickelt waren. Ein Zusammenhang mit 
den Organen an der Aussenseite der Schale besteht, abgesehen 
von der Mundplatte, nur an den Ambulacren, durch deren 
Poren Wassergefiisse und Nerven treten. Man sieht an ihrer 
Innenseite kissenartige Wiilste, in denen viele Wanderzellen 
stecken. 

Astropecten aurantiacus ist ein flachgedrtickter See- 
stern mit bedeutend entwickelter Mittelplatte. Die Riickseite 
ist mit einer weichen, aber durch Kalkeinlagerungen verstarkten 
Haut bedekt, die Unterseite zeigt dagegen das harte Kalkskelett, 
zwischen dem die spitzen, nicht mit einer Haftscheibe ver- 
sehenen Saugfiisschen hervordringen. Fast das gesammte 


1) Th. List, Ueber die Entwicklung von Proteinkrystalloiden in 
den Kernen der Wanderzellen bei Echinoiden. Anat. Anzeiger 14, 185. 1897. 
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Mittelstiick des Thieres wird von dem sehr geraumigen und 
dehnbaren Magen eingenommen, von dem aus sich in die 
Arme hinein, je 2 in jeden Arm, die vielverastelten, sogenannten 
Blinddiirme erstrecken, welche nach Griffiths,!) Chapeaux?*) 
und Frentzel die Verdauungssecrete fiir den Magen secerniren, 
also dem Pankreas der Wirbelthiere entsprechen  wiirden. 
Hamann glaubt, dass die verdauten Nahrungsstoffe in sie ein- 
dringen, sie also auch der Resorption dienen- Das Epithel des 
Magens ist nach Frentzel zum Theil ein Flimmerepithel, zum 
Theil enthiilt es Becherzellen und Cylinderzellen, ausserdem auch 
wieder zahlreiche amodboide Wanderzellen. Die Mundétffnung 
ist fiir gewOhnlich klein, aber &usserst dehnbar, da man in 
dem Magen von grossen Seesternen Muschelschalen von 3 em. 
Durchmesser findet; ein After fehlt bei Astropecten. Der 
Magen ist durch eine Reihe massiver Strange an dem Kalk- 
skelett, besonders an der Riickenwand befestigt, die Blind- 
diirme sitzen der Riickenwand kurz auf. Die Leibeshohle ist 
viel weniger entwickelt, als bei den anderen Echinodermen. 
Anfangs hielt ich diese Seesterne wegen ihres riesigen Magens 
und ihrer gewaltigen Verdauungsfiihigkeit — ich konnte die Be- 
obachtungen von Ludwig, Lang, Hamann und Schiemenz?) 
oft bestiitigen tiber die grosse Zahl von Muskeln und Schnecken, 
bezw. deren Gehiiusen, die man in einem Astropectenmagen 
findet — fiir die geeignetsten Objecte zu Verdauungs- und 
Resorptionszwecken. Es gelingt in der That bei einiger Uebung, 
den Magen mit seinen Anhingen unverletzt zu isoliren, indem 
man das Thier sozusagen von seinem Magen abpriiparirt. Aber 
im Gegensatz zu dem einfach schlauchférmigen Verdauungs- 
kanal der Holothurien ist fiir die Thatigkeit des Seesternmagens 
ein complicirter Bewegungsmechanismus noéthig, den das von 
dem iibrigen Thier losgeléste Organ nicht mehr leisten kann. 
Fiihrt man feste Nahrung in den Magen ein, z. B. zerschnittenes 





1) A. B. Griffiths, Proc. Roy. Soc. 44, 325. 1888. 

2) Marcellin Chapeaux, Nutrition des Echinodermes. Bull. de 
l’Acad. royale des Sciences etc. de Belgique. III. Sér., T. 26, S. 227. 1893. 

3) P. Schiemenz, Wie Offnen die Seesterne Austern? Mittheil. 
des deutschen Seefischereivereins, 1896 Nr. 6. 
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Muschelfleisch oder Fibrin, so wird es nicht verdaut, da die 
Fermente nicht in den Magen gelangen. Mit Fliissigkeit aber 
liisst sich der diinnwandige, des stiitzenden Kalkgeriistes ent- 
behrende Magen nicht fiillen. 

Kbensowenig fiihrten Resorptionsversuche am unverletzten 
Thiere zum Ziel, da die Leibeshéhle bei den Seesternen nicht 
das grosse Fliissigkeitsreservoir bildet, wie bei den Seeigeln 
und Holothurien. ‘So habe ich mich bei den Seesternen auf 
einige unten anzufiihrende Fermentuntersuchungen beschriinken 
miissen, sowie auf die Feststellung, dass in den Magen ein- 
gefiihrte Farbstoffe, z. B. Indigearmin, in die «Blinddérme» 
eindringen. Verdauungsprodukte des Eiweisses vermochte ich 
wiihrend der Verdauung von Muscheln im Magen nicht nach- 
zuweisen. 


Gefiisssystem und Leibeshohlenfliissigkeit. 


Bekanntlich besitzen die Echinodermen 3 Systeme von 
mit Fliissigkeit gefiillten Hohlriumen, die Leibeshéhle, das 
Wassergefiisssystem und das Blutgefiiss- oder Lacunarsystem. 
Seit der Entdecker des Wassergefiisssystems, Tied emann,') 
in seiner noch heute uniibertroffenen Anatomie der Holothurien, 
Seeigel und Seesterne diese Systeme als getrennt beschrieben 
hat, ist zwar gelegentlich ein Zusammenhang zwischen ihnen 
oder zwischen einem yon ihnen und dem umgebenden Meer- 
wasser behauptet worden. Aber nach den tibereinstimmenden 
Angaben von Johannes Miiller,?) Semper,*) Prouho,‘) 


1) KF. Tiedemann, Anatomie der Rohrenholothurie (Holothuria 
tubulosa), des pomeranzenfarbigen Seesterns (Astropecten aurantiacus) und 
des Steinseeigels (Echinus saxatilis). Landshut 1816. Preisschrift der 
Pariser Akademie von 1812. 

2) Johannes Miiller, Miiller’s Archiv 1850, S. 117 u. 225. — 
Derselbe, Ueber den Bau der Echinodermen. Berichte der Berliner Aka- 
demie der Wissenschaften 1853. 

3) C. Semper, Reisen im Archipel der Philippinen II. Th. 1. Bd. 
1867. | 

4) H. Prouho, Arch. de Zoologie expérimentale, 2. Ser., T. 5, 
213, 1887. 
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Hérouard,'!) Ludwig, ?) Hamann’) und Lang‘) kann es 
keinem Zweifel unterliegen, dass man es wirklich mit 3 Fliissig- 
keitssystemen zu thun hat, die von einander durch Wandungen 
geschieden sind, und die in keiner direkten Verbindung mit 
einander stehen. Das Wassergefiisssystem verbreitet sich in 
der Aussenwand der Thiere; von ihm aus werden die Saug- 
fiisschen gefillt und entleert; ausserdem besitzt es Zusammen- 
hiange mit den Poli’schen Blasen. Es dient also der Locomotion 
und vielleicht der Athmung. Die inneren Organe, speciell den 
Verdauungskanal, beriihrt es nicht. An diesem verzweigt sich 
dafiir das Lacunarsystem, das bei den Seeigeln schwiicher als 
bei den Holothurien entwickelt ist. Es besteht bei diesen aus 
einem dorsalen und einem ventralen Darmgefiiss, die entlang 
dem Darm ziehen, und von denen aus zahlreiche Aestchen im 
Darmmesenterium verlaufen, die sich dann wieder zu 2 grésseren 
Stimmen vereinigen. Ausser dem Darm verbreitet es sich an 
der Wasserlunge, dagegen nicht an der KOrperwandung; iiber 
seine Function ist nichts bekannt. Lang ®) sagt von ihm: 
«Im Bindegewebe verschiedener Korpertheile kommt in den 
meisten Echinodermenklassen ein stark entwickeltes System 
von sehr kleinen Liicken oder Lacunen vor, die sich in 
einander Offnen, und die bald an den Oberfliichen gewisser 
Organe ein dichtes und feines, flachenhaft ausgebildetes Lacunen- 
netz darstellen, bald zu Biindeln von in bestimmten Rich- 
tungen verlaufenden und mit einander anastomosirenden Kanalen 
zusammenfliessen. Dieses Lacunarsystem wurde friiher allgemein 
als Blutgefaisssystem bezeichnet und mag auch hier noch 
diesen Namen beibehalten, obschon eine regelmissige 
Circulation der in ihm enthaltenen Fliissigkeit nach 


1) KE. Hérouard, ibid. (2), 7, 535. 1889. 

*) H. Ludwig, Echinodermen, Bronns Klassen u. Ordnungen II. 
3, S. 198 ff., S. 559 ff. 1889—1892. 

3) O. Hamann, Bronns Klassen etc. Fortsetzung, S. 724 ff. — 
Derselbe, Beitriige zur Histologie der Echinodermen, I.—III. 1884 ff. 

4) A. Lang, Lehrbuch der vergl. Anatomie, Bd. 4, Echinodermata. 
1894, S. 1006 ff. 

5) A. Lang, Lehrbuch der vergl. Anatomie, Bd. 4, Echinodermata. 
Jena 1894, S. 1040. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XX XIII. 2 
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bestimmten Richtungen hin in keinem einzigen Falle 
nachgewiesen wurde. 

Die mit einander communicirenden Lacunen, aus denen 
das Blutgefiisssvstem besteht, entbehren jeglicher beson- 
deren Wandung, auch jeglicher Endothelauskleidung, und 
ihre Anordnung zu Netzen oder Geflechten, die 
bald flichenartig ausgebreitet sind, bald zu «Gefass- 
stiimmen» sich verdichten, ist fir die Echinodermen 
absolut charakteristisch. 

Kin localisirter propulsatorischer Apparat fehlt. 
Was friiher als Herz bezeichnet wurde, hat mit dem_ blut- 
gefiisssystem nichts zu thun; es ist das Axialorgan.... 

Contractionen sind nur in ganz unregelmiissiger und 
wenig deutlicher Weise an den Gefiissstiimmen des Darms von 
Holothurien beobachtet worden.» — Auch Hamann (I. ¢.) nennt 
das « Blutgefiisssystem» lediglich ein System von Spaltraumen 
in der Bindegewebsschicht. 

Was die Contractionen, die Tiedemann zuerst ge- 
sehen hat, anlangt, so kann man an den grossen Gefiiss- 
stiimmen der Holothurien in der That mit der Zeiss’schen 
binocularen Lupe sehr gut in regelmiissigem Rhythmus auf- 
tretende Verengerungen und Erweiterungen der Gefiisse be- 
obachten. Ebenso kann man sich aber auch, wenn man auf 
ein kleines Convolut von Blutkérperchen einstellt, davon tber- 
zeugen, dass ein Transport eines solchen Kliimpchens durch 
diese Bewegungen nicht herbeigefiihrt wird, sondern dass sie 
es nur hin- und herflottiren lassen. 

Das, was fiir meine Versuche von Bedeutung ist, und 
weshalb ich auf diese Verhiiltnisse niaher eingegangen bin, 
ist, dass bei den Seeigeln und Holothurien jede Circulation 
iiberhaupt und insbesondere jede circulatorische Verbindung 
zwischen dem Verdauungskanal und dem iibrigen K6rper fehlt. 
Wasser und in ihm geléste feste Stoffe, die bei der Verdau- 
ung entstehen, haben keine andere Moglichkeit, zu den tibrigen 
Organen, die sie ernéhren sollen, zu gelangen, als dass sie 
aus dem Darm in die Leibeshdhle eintreten, und durch diese 
hindurch zu den andern Organen gelangen. Die Echinodermen 
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ermoglichen also in der That, die gestellte Aufgabe, den Stoff- 
transport aus einer HoOhlung in die andere, zu untersuchen. 
Was die Litteratur tiber die Verdauung und den _ Stoff- 
wechsel der Echinodermen angeht, so ist dariiber wenig zu 
sagen. Abgesehen von einigen ganz unzuverliissigen Angaben 
von Krukenberg!) tiber Enzyme bei Holothurien und See- 
sternen, ist vor Allem eine Untersuchung von Chapeaux?) zu 
erwihnen, der in den Blinddiirmen der Seesterne ein Stiirke 
verzuckerndes und ein Eiweiss spaltendes Enzym fand; ausser- 
dem beobachtete er das Durchtreten von Fetttr6pfchen aus 
dem Darm in die Leibeshéhle und eine fettspaltende Wirkung 
der Amdbocyten der Seesterne. Das Vorkommen von. ver- 
dauenden Enzymen in den Diirmen der Seesterne beobachtete 
auch Griffiths.%) Schiemenz*) sah bei einem anderen See- 
stern, dem Asterias rubens, einem geftirchteten Rauber, der 
grosse Mengen von Muscheln mit seinem hervorgestiilpten 
Magen ausserhalb seines Koérpers verdaut, dass zur volligen 
Auflésung der Weichtheile einer Auster von 2,5 em. Liinge 
4 Stunden, einer 3,7 cm. langen anderen Muschel — Venus — 
81/2 Stunden erforderlich waren. Frentzel®) schreibt fiir den 
Process der Verdauung, wie des Nahrungstransportes im Korper 
den Amodbocyten oder Wanderzellen der Echinodermen die 
allergrésste Bedeutung zu, Schulz®) und Barthels’) lassen 
auch die Excretion bei den Holothurien wesentlich durch sie 
besorgen. Auch Ludwig, Hamann und Lang schliessen sich 
in ihren citirten, zusammenhingenden Darstellungen dem an, 


1) F. C. W. Krukenberg, Grundziige einer vergleichenden Phy- 
siologie der Verdauung, Heidelberg 1880, IV, S. 58 ff. — Derselbe, Enzym- 
bildung bei Evertebraten, Untersuchungen a. d. physiol. Institut Heidelberg, 
Il., 338, 1879. 

2) M. Chapeaux, Bull. de Acad. royale de Belgique, 3¢ Série, 
T. 26, S. 227, 1893. 

3) A. B. Griffiths, Proc. Roy. Soc. 44, 325. 1888. 

4) P. Schiemenz, Mittheil. des Deutschen Seefischereivereins 1896. 


°) J. Frentzel, Arch. fiir (Anat. u.) Physiol. 1892, 5. 8&1. 
6) Eugen Schultz, Biologisches Centralbl., 15, 390. 1895. 
Ph. Barthels, Zool. Anzeiger, 18, 493. 1895. 
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und betonen die grosse Rolle der Wanderzellen fiir alle vege- 
tativen Processe der Echinodermen. 


Die Resorptionswege und die bei der Resorption 
wirkenden Krifte. 


Es galt zunachst, die normale Zusammensetzung der 
Leibesfliissigkeit dieser Thiere festzustellen. Den Inhalt der 
«Blutgefiisse» direkt zu untersuchen, ist unmoéglich; die vor- 
liegenden Angaben von Cuénot (siehe unten) und Anderen iiber 
einen geringen Eiweissgehalt der Lacunarfliissigkeit griinden 
sich denn auch nur auf die mikroskopische Beobachtung an 
Schnitten, und dabei ist eine Vermischung mit Zellsaft nicht 
auszuschliessen. Nur Hamann erwahnt eine am _ lebenden 
Thier beobachtete Gerinnung. Doch wird die Gleichartigkeit 
der Fliissigkeit in den Lacunen, dem Wassergefiisssystem und 
der Leibeshdhle von allen Autoren anerkannt. Die Leibes- 
hohlenfliissigkeit ist dagegen leicht in grosser Menge zu er- 
halten. Allerdings muss man sich bei Holothurien wie bei 
Seeigeln vor einer Verunreinigung mit dem Schleim_hiiten, 
den die Haut der Thiere auf jeden Eingriff reichlichst producirt. 
Die Holothurien trocknete ich gut ab und Offnete sie mit 
einem raschen Scheerenschnitt, wobei die Fliissigkeit aus dem 
sich kraftig contrahirenden Thiere hervorstiirzt. Bei den See- 
igeln machte ich mit dem Troikart entweder an der Mund- 
membran 2 Loécher oder nur eines dort, das andere seitlich 
von dem After und der Madreporenplatte im Scheitel — in 
beiden Fiillen verletzt man keine inneren Organe — _ und 
heberte sie dann aus. Die Fliissigkeit enthalt zahlreiche 
Amobocyten von verschiedenen Formen und mit verschiedenen 
Einschliissen, die namentlich Cuénot!) genau beschrieben hat. 
Bei den Seeigeln ballen sich die Blutkérperchen beim Stehen 
zu einem Pseudogerinnsel zusammen; sie lassen sich durch 
Centrifugiren leicht entfernen. Im Uebrigen besteht sie aus 


1) L.Cuénot, Arch. de Zool. expériment. 2 Sér., 9, 365 und 592, 
1891. — Vgl. auch J. Frentzel, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1892, 81. — 
Th. List, Anat. Anzeiger, 14, 185, 1897. Ferner die citirten Lehrbiicher, 
besonders Hamann. 
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nahezu reinem Seewasser. Sie ist schwach alkalisch wie das 
Seewasser und gibt beim vorsichtigen Ansiiuern weder in der 
Kiilte noch beim Kochen einen Niederschlag oder auch nur 
eine Triibung, enthalt also weder Eiweiss noch Mucin. Sie 
gibt weder die Biuretreaction noch eine der anderen Farben- 
reactionen der Eiweisskérper und Peptone. Ferner enthilt 
die Leibeshdhlenfliissigkeit keine Kohlehydrate; sie reducirt 
weder direkt noch nach dem Kochen mit Séauren und gibt die 
Molisch’sche Reaction mit Thymol nicht. Sie gibt keine Fillung 
mit ammoniakalischer Silberlésung — selbstverstiindlich nach 
Entfernung des Salzniederschlages, den Ammoniak in ihr so 
gut wie im Seewasser entstehen lasst. Auch beim Eindampfen 
zur Trockne zeigt sich, dass keine organischen Stubstanzen 
in nennenswerther Menge vorhanden sind. Nur Phosphor- 
wolframsiiure erzeugt eine Triibung, die sich nach einigen 
Stunden als diinner Belag an den Wiinden des Becherglases 
absetzt; das Meerwasser aus der Aquariumsleitung verhilt sich 
ebenso, d. h. es enthalt Spuren von mit Phosphorwolframsiiure 
faillbaren Substanzen. Der Niederschlag ist etwas stirker als 
im Meerwasser, von einer Bestimmung konnte in diesen Spuren 
nicht die Rede sein. Entsprechend ergab eine Priifung mit 
dem Nessler’schen Reagens auf Ammoniak eine etwas stirkere 
Fiirbung als im Meerwasser. Endlich wurde der Stickstoffgehalt 
nach Kjeldahl bestimmt: 


100 ccm. Meerwasser enthalten 0,4 mg N, 
100 » Holothurieninhalt > 25 » » 
100 » Seeigelinhalt » 5,7 >» » 


Von dem Stickstoff ist vielleicht ein Theil noch auf 
Ammoniak zu beziehen. Dass diese Fliissigkeit trotzdem 
Enzyme enthalt, davon wird weiter unten noch die Rede 
sein. — Fir die Resorptionsfragen ist zunachst die Feststellung 
von Wichtigkeit, dass an und fir sich irgend betrichtliche 
Mengen organischer Koérper in der Leibeshdhle fehlen, dass 
die Fliissigkeit insbesondere weder Eiweiss noch Kohlehydrate 
enthalt. Dieses Resultat habe ich in einer ganzen Reihe von 
Versuchen immer wieder bestiitigt, sowohl an hungernden 
Thieren, als an solchen, die frisch eingefangen waren, und 
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deren Darmkanal vollgestopft war, die sich also in voller 
Verdauung befanden. Die Leibeshohlenfliissigkeiten der Seeigel 
Echinus melo und Dorocidaris papillata, der Holothurie 
Stichopus regalis und der Seesterne Astropecten auran- 
tiacus und Asterias glacialis — von dem letzteren unter- 
suchte ich allerdings nur hungernde Exemplare — verhalten 
sich ebenso. Die abweichenden Angaben in der Litteratur — 
Cuénot,!) Howell?) und Williams?) sprechen von reinem 
oder nahezu reinem Seewasser, Cuénot‘) an anderer Stelle, 
Semper) und Geddes®) dagegen von einem grésseren oder 
geringeren Eiweissgehalt — beruhen anscheinend auf Ver- 
unreinigungen mit dem Hautschleim oder auf Auslaugen der 
Blutkérperchen. Bei Seeigeln kann man an_ absterbenden 
Exemplaren gelegentlich etwas Eiweiss neben Farbstoff aus 
dem Darm finden. Doch finden sich dann auch immer andere 
Veriinderungen, Stachelverlust ete. Bei normalen Holothurien 
und Seeigeln habe ich niemals Eiweiss oder Kohlehydrate, oft 
kaum den Phosphorwolframsiiureniederschlag, und als Maximum 
der organischen stickstoffhaltigen Substanz bei den Exemplaren 
mit  stiirkstem Phosphorwolframsiureniederschlag die oben 
gegebenen Zahlen gefunden. 


Versuche an Holothurien. 


Frisch eingefangene Holothurien haben immer _ ihren 
gesammten Darm prall mit Meeressand gefiillt, in dem man 
gelegentlich Stiickchen von Holz, Pflanzentheile, auch kleine 
Muscheln findet. Sie scheinen sich also wesentlich von dem 
Seesand mit den in ihm befindlichen, lebenden oder todten, 


1) L. Cuénot, Arch. de Zoologie expérim., 2¢ Sér., Sbis, S. 63, 1887. 

2) W. H. Howell, Studies from the Biolog. Laboratory of the 
John-Hopkins-University, II, 267, 1887. 

3) Th. Williams, Philosoph. Transactions, 1852, 595. 

4, L. Cuénot, Arch. de Zoolog. expériment., 2¢ Sér., 9, 365 und 
H92, 1891. 

°) C. Semper, Reisen im Archipel der Philippinen, II. Theil, 
Bd. I, 1867. 

6) P. Geddes, Arch. de Zoolog. expériment., Le Sér., 8, 483, 1879. 



























Resorption, Verdauung und Stoffwechsel von Echinodermen. 23 


organischen Bestandtheilen zu nihren. Doch wird angegeben,!) 
dass sie auch schwimmende kleine Thiere, Infusorien, Diatomeen, 
Crustaceen mittelst ihres Tentakelkranzes in sich  hinein 
strudeln und verzehren. Ich habe den Stickstoffgehalt des 
Sandes, den ich aus dem vorderen Drittel von Holothurien- 
diirmen entleerte, und den von frisch eingebrachtem Seesand 
verglichen. Die Bestimmung geschah nach Kjeldahl: 

21 g Sand aus Holothuriendirmen enthalt 8,1 mg N, 

40 » Seesanmd epihOh..... «sce ee es de * 3 

Will man nicht die ganze Differenz auf Verdauungs- 
secrete beziehen, so geht hieraus hervor, dass die Holothurien 
ausser dem Sande noch stickstoffhaltige, organische Nahrung aufge- 
nommen haben miissen. Im Aquarium entleeren die Thiere alsbald 
Koth, d. h. wurstformige 1—5 em. lange, durch etwas Schleim 
locker zusammengehaltene Sandbrocken. Nach einem bis 
spiitestens drei Tagen ist der Darm frei von Sand, aber er ist 
dann nicht leer und zusammengefallen, sondern mehr oder 
weniger prall mit einer gelblichen, wasserklaren, etwas faden- 
ziehenden Fliissigkeit gefiillt, in der sich geringe Mengen der 
verdauenden Enzyme befinden, von denen noch die Rede 
sein wird. 

Ich wartete, bis die Holothurien derart den Sand ent- 
leert hatten, und untersuchte zunachst die Resorption am 
isolirten Darm. Anfangs versuchte ich, die Thiere ihren 
Darm selbst herauswerfen zu lassen, und setzte sie zu diesem 
Zweck in Meerwasser von 30° C., wobei kleine Exemplare 
ihre Eingeweide bald auswerfen. Bei grossen dauert es 
dagegen sehr lange, und die Thiere zeigten dann starke 
Asphyxie, so dass ich nicht wusste, inwieweit der Darm un- 
verandert war. Ich habe spiter die Holothurien mit einem 
Scheerenschnitt an der Unterseite geéffnet: dann wird durch 
die starke Contraction der Leibeswand der Darm hervorgedriingt, 
und es gelingt durch etwas Driicken und Ziehen leicht, den 
Darm, der am Schlundring und unmittelbar vor dem After 
abreisst, mit Wasserlunge und Mesenterium unverletzt zu er- 


1) M. Schmidt, Zoolog. Garten, 19, 244, 1578. 
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halten. Ich trennte dann mit der Scheere das Mesenterium 
vom Darm ab, entfernte das Rectum mit der Einmiindung der 
Lunge, entleerte den Darm, fiillte ihn unter geringem Druck 
aus einer Biirette, band ihn vorn und hinten zu, und legte 
ihn in geliiftetes Seewasser. Anfangs liess ich durch das Ge- 
fiiss einen Luftstrom perlen, musste mich aber tberzeugen, 
dass dies auch in den Wintermonaten nicht gentigt. Grosse 
Holothurien werden in 1 1. Seewasser, das mit Luft durch- 
stro6mt wird, nach  spiitestens 24 Stunden asphyktisch und 
werfen ihre Eingeweide aus. Ich habe daher bei den meisten 
Versuchen einen Sauerstoffstrom durch das Gefiiss gehen 
lassen. Am derart isolirten Darm sieht man am nachsten 
Tage noch peristaltische Bewegungen; dass die resorbirende 
und oxvydirende Fihigkeit der Zellen noch vorhanden war, 
wird sich aus den Versuchen ergeben. 

Zuniichst brachte ich reines Seewasser in die Dirme, 
so dass sich also aussen und innen die gleiche Fliissigkeit be- 
fand. Dann fand ich ausnahmslos nach 24 und noch deut- 
licher nach 48 Stunden den Darm stark zusammengefallen, 
statt 20 ccm. nur noch 3—4 cem. enthaltend; einmal fand 
ich ihn auch vollig leer. Die Aussenfltissigkeit hatte sich 
entsprechend vermehrt, wenn auch wegen der Verdunstung 
etwas weniger, als der Verminderung im Darm_ entsprach. 
Dasselbe war gut zu sehen, als ich statt des reinen Seewassers 
mit Seewasser bereiteten Stiirkekleister einfiihrte, der ausser- 
dem noch in feiner Vertheilung ungeléste Starke enthielt. 
Nach 2 Tagen war das Wasser aus dem Darm verschwunden, 
der stark contrahirte Darm war mit der zusammengebackenen 
Stirke gefiillt. Als ich verdiinnte Milch von dem Darm 
resorbiren liess, war nach 24 Stunden die Milch geronnen und 
der Darm deutlich contrahirt, nach 48 Stunden enthielt er nur 
ein festes Késegerinnsel, keine Spur von Fliissigkeit; in beiden 
Fillen geringe, aber trotz der Verdunstung deutliche Ver- 
mehrung der Aussenfliissigkeit. Wenn die in den Darm ein- 
gefiihrte Fliissigkeit nicht nur aus Seewasser bestand, sondern 
Salze oder andere Korper gelést enthielt, so war die Fliissig- 
keitsresorption ebenso gut zu beobachten, daneben aber konnte 
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ich die gelésten Substanzen jenseits des Darmes auffinden. 
Ich nahm Jodnatrium, in 1°/oiger Loésung dem Seewasser zu- 
gesetzt: am nichsten Tage war die Fliissigkeit innen ver- 
mindert, aussen und innen war nach Behandlung mit salpetriger 
Siiure durch Ausschiitteln mit Chloroform reichlich Jodnatrium 
nachweisbar. Ferner liste ich Natriumphosphat 1: 250 in 
Seewasser, kliirte die alkalische triibe Lésung durch Hinzu- 
fiigen von Salzsiiure, bis die Reaction auf Lackmus neutral 
war, und fiillte die L6sung in Holothuriendirme. Am folgenden 
Tage erzeugte molybdiinsaures Ammon in der Aussenfliissigkeit 
einen deutlichen Niederschlag, Phosphorsiiure war also iiber- 
gegangen; innen waren nur noch wenige Cubikcentimeter 
Fliissigkeit anzutreffen, die ebenfalls eine deutliche Phosphor- 
siiurereaction gaben. 

Quantitative Bestimmungen habe ich bei diesen Versuchen 
nicht gemacht, wohl aber bei den folgenden Resorptionsversuchen 
mit Traubenzucker und Rohrzucker. Die Bestimmung 
geschah wieder durch Titration mit ammoniakalischer Kupfer- 
sulfatlosung nach Pavy.!) Ich habe mich durch wiederholte 
Versuche iiberzeugt, dass diese Methode auch bei dem hohen 
Salzgehalt des Meerwassers anwendbar ist, und dass sie bei 
sorgfiltiger Ausfiihrung und geniigender Uebung bis auf 0,01 
bis 0,02 °/o genau arbeitet. Der Rohrzucker wurde erst durch 
einstiindiges Kochen mit sehr verdiinnter Salzsdure invertirt 
und der Invertzucker titrimetrisch bestimmt. — Eine erheb- 
liche Complication erfahren diese Versuche dadurch, dass der 
Zucker in ihrem Verlaufe von dem lebenden Darme verbrannt, 
oxydirt wird. Davon wird noch eingehend die Rede sein. 
Hier soll nur die Fliissigkeitsverschiebung und die Vertheilung 
des nicht verbrannten Zuckers inner- und ausserhalb des 
Darmes besprochen werden. Ich habe die Resultate in folgender 
Tabelle vereinigt: 

Zu dieser Tabelle ist noch zu bemerken: Die Déirme 
wurden in der Regel Nachmittags gefiillt und in das geliiftete 
Seewasser gelegt und am niichsten Tage Vormittags unter- 


1) QO. Cohnheim, Zeitschr. f. Biolog., Bd. 37, 129. 1898. 
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sucht. Die Versuchsdauer betrug daher etwa 18—22 Stunden, 
nur bei Versuch 5 und 10 einen Tag linger. Die Aussen- 
fliissigkeit war immer Seewasser, das nur in Versuch 7 und & 
ausserdem 5°/o Dextrose enthielt. Bei den Rohrzuckerversuchen 
zeigte der Darminhalt stets Reduction, es war also eine theil- 
weise Spaltung des Rohrzuckers eingetreten. Ihre Grésse wurde 
durch direktes Titriren ohne vorherige Inversion bestimmt und 
ist in Klammern beigefiigt. Danach ist im Darm etwa der 
10. bis 5. Theil des Rohrzuckers invertirt, der Rest als solcher 
vorhanden. Auch die Aussenfliissigkeit enthielt neben dem 
Rohrzucker immer gespaltenen Zucker, aber wenig, immer 
unter 0,1 °/o. 

Wenn man zuniichst die Zahlen der Spalte 12 betrachtet, 
so sieht man, wie in den meisten Versuchen mit geringem 
Gehalt an Zucker eine deutliche Fliissigkeitsresorption statt- 
gefunden hat. Einzelne Abweichungen beruhten wohl auf 
mangelhafter Liiftung oder von vornherein schlechtem Zustande 
der Thiere. Anders bei hohem Zuckergehalt: In den Ver- 
suchen 6 und 10—13 hat keine Resorption stattgefunden, 
sondern im Gegentheil eine Fliissigkeitsvermehrung. Der Holo- 
thuriendarm zeigt also die gleichen Verhiiltnisse, wie wir sie 
vom Wirbelthierdarm her kennen. Wird der Darmwand ein 
zu grosses Druckgefalle zugemuthet, so verhilt sie sich in 
Bezug auf den Fliissigkeitswechsel wie eine beliebige Membran, 
die Diffusion und Osmose gestattet, bei geringen Concentra- 
tionen aber kommt ihre physiologische Fahigkeit des activen 
Fliissigkeitstransportes zur Geltung. Eine Grenze zwischen 
beiden ist schwer zu ziehen, da einmal (Versuch 9) eine 
10°/oige Dextroselésung noch gut resorbirt wurde, andererseits 
eine von 7,5°/o (Versuch 4) schon schlecht. Bei den Rohr- 
zuckerlésungen von 5°/o (Versuch 2), 15°/o (Versuch 6) und 
18/9 (Versuch 12 und 13) war die Resorption viel schlechter, 
trotzdem dass ihre molekulare Concentration ja geringer ist. 
Noch schlechter war die Resorption bei 2 Versuchen mit Milch- 


zucker, in denen 10°/oige Lésungen sich erheblich — von 5 
auf & von 10 auf 18 ecm. — vermehrten. Doch war in 


24 Stunden ungespaltener Milchzucker — kenntlich an der 
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Veriinderung der Polarisation beim Kochen mit Salzsiure — 
in der Aussenfliissigkeit nachweisbar. 
mungen habe ich bei diesen Versuchen nicht gemacht. 


Quantitative Bestim- 


Zum Vergleich habe ich dann eine Reihe von Versuchen 


Tabelle IT. 


am vergifteten oder abgetédteten Darm angestellt. 
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Darm dadurch, dass ich ihn in Chloroformwasser legte (Ver- 
such 3), oder dass ich Fluornatrium der zu resorbirenden Lé- 
sung beifiigte (Versuch 4). 
nicht normalen Umstinden die Fliissigkeitsresorption aufhorte: 
im Gegentheil fand sich eine Vermehrung der Fliissigkeit im 
Innern des Darmes, wie es bei einer Diffusion und Osmose zu 
Dagegen war Zucker in der Aussenfliissigkeit 
nachzuweisen, und auch die Verbrennung des Zuckers hatte 
nicht aufgehort. 


erwarten steht. 
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einige Versuche zu rechnen, bei 
der Luftstrom versagte, der Darm 


und 2). 


Sodann tédtete ich den 


Es ergibt sich, dass unter diesen 


Dasselbe Resultat erhielt ich, als ich verdiinnte Lésungen 


von Jodnatrium resorbiren liess und den Darm abtédtete; die 
Fliissigkeit im Darm blieb unverdndert, das Jodnatrium war 
in der Aussenfliissigkeit nachweisbar. 
von reinem Seewasser kam keine Fliissigkeitsverminderung zu 
Um festzustellen, ob etwa die Geschwindigkeit des 
Durchtrittes geléster Substanzen beim lebenden und todten Darm 
eine verschiedene sei, legte ich einen Darm 24 Stunden in 
Chloroformwasser, einen andern nahm ich frisch aus dem 
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Thier, fiillte beide mit einer verdiinnten Lésung von Ferro- 
cyannatrium in Seewasser und setzte sie in geliiftetes See- 
wasser. Bei dem todten war nach 45, bei dem lebenden nach 
70 Minuten die erste Spur von Ferrocyannatrium nachzuweisen. 
Also kein Unterschied zu Gunsten des lebenden. 

Endlich vertauschte ich bei einer Reihe von Versuchen 
die Fliissigkeiten. Ich fiillte die Diirme mit Seewasser, oder 
liess ihnen auch einfach ihren Inhalt und fiigte der Aussen- 
liissigkeit Jodnatrium, phosphorsaures Natrium oder Zucker 
bei. In allen, oft wiederholten Versuchen fand eine Fliissigkeits- 
verminderung im Darm statt, sodass sich nur noch wenige 
Cubikcentimeter am nichsten Tage in ihm fanden, aber in 
dieser geringen Menge war immer Jodnatrium, phosphorsaures 
Natrium oder Dextrose nachzuweisen. Nur in einem Falle, als 
ich einen theils mit Sand, theils mit Wasser gefiillten Darm 
in Zuckerlésung setzte, war am folgenden Tage nur noch Sand 
im Darm, in dem ich keinen Zucker mehr nachweisen konnte. 
In einem andern Darm, der nur Spuren von Schleim enthielt, 
saben diese auch eine schwache Jodreaction. Quantitative 
Zuckerbestimmungen waren in den sehr geringen Fliissigkeits- 
mengen im Darm nicht ausfiihrbar, die Bestimmung des Zuckers 
in der Aussenfliissigkeit ergab, dass immer eine starke Ver- 
brennung stattgefunden hatte. 

Der Durchtritt der Stoffe durch den Darm erfolgt also 
gleichméssig in beiden Richtungen; von einer Differenz in 
dieser Hinsicht, wie ich sie am Wirbelthierdarm beobachtet habe, 
ist nichts zu sehen. Bevor dies Ergebniss niher besprochen 
wird, will ich noch eine Reihe von Versuchen anfiihren, die 
ich an ganzen Holothurien angestellt habe. 

Die Holothurien wurden erst 2—3 ‘Tage ins Aquarium 
gesetzt, bis sie ihren Koth entleert hatten, und dann in eine ver- 
diinnte, durch einen Sauerstoffstrom gut geliiftete Zuckerlésung 
gesetzt, nach 24 Stunden der Darminhalt und der Leibesinhalt 
untersucht. Zunichst musste aber festgestellt werden, ob die 
esorption durch den Darm den einzigen Zugang zu der Leibes- 
hohle bildete, und nicht etwa aus der Wasserlunge Substanzen 
aufgenommen werden konnten. Zu diesem Zwecke setzte ich 
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Holothurien in eine 0,5° oige Traubenzuckerlésung von 30° C,, 
worauf sie sehr oft und lebhaft athmen. Nach einer halben 
Stunde nahm ich sie heraus; das von ihnen aus der After- 
Offnung entleerte Athemwasser enthielt 0,5°/o Zucker, auch im 
Darm war bereits eine geringe Menge Zucker zu finden, die 
Leibeshohle war dagegen zuckerfrei. In 30 Minuten hatte 
also durch die iiusserst diinne Wand der Lunge!) keine Diffu- 
sion stattgefunden, kann also wohl fiir ausgeschlossen gelten. 
Nach 24 Stunden ergeben sich dagegen folgende Resultate: 

1. 2500 ccm. Seewasser mit 15 g Dextrose. Darin 
3 Holothurien, von denen eine verloren geht. Die beiden 
andern haben in der Leibeshdhle 0,11 und 0,12°/o Zucker, 
die vereinigten Darminhalte < 0,15°/o. 

2. 2500 com. mit 25 g Rohrzucker (1°%/o). Da herein 
3 grosse Holothurien. Nach 24 Stunden im Wasser 0,55°,» 
Rohrzucker, in dem vereinigten Darminhalt der 3 Thiere 0,22°)o 
Rohrzucker. Die Leibeshohlenfliissigkeiten, die aber alle 3 
durch Athemwasser von Q,55°/o verunreinigt sind, enthalten 
0.32, 0,45 und 0,57°/o Rohrzucker. Kine Reduction war nirgends 
zu beobachten, dagegen im Ganzen ein starker Verbrauch des 
Rohrzuckers. Einige in derselben Art angestellte Versuche 
ohne quantitative Zuckerbestimmung ergaben das gleiche Re- 
sultat: Im Darm und in der Leibeshohle findet sich Zucker, 
aber immer erheblich weniger, als in der Aussenfliissigkeit, 
sodass also von einem einfachen Ausgleich etwa durch die 
Leibeswand oder das Wassergefiisssystem keine Rede sein 
kann. Die Aufnahme erfolgt nur durch den Darm und durch 
diesen hindurch in die Leibeshohle. 

Doch auch der umgekehrte Weg aus der Leibeshohle in 
den Darm steht dem Zucker offen. Ich spritzte mit einer 
Serumspritze mehreren Holothurien in die Leibeshohle 10 ccm. 
Rohrzuckerlésung, die 1,5 bis 3,6 g Rohrzucker enthielt, und 
setzte sie in geliiftetes Seewasser. Am _ niichsten Tage fand 
ich in dem Aussenwasser keine Spur von Zucker, bei dem 
einen Thier, das nur 1,5 g Zucker erhalten hatte, war tiber- 


| 


1) Kug. Schulz, Biolog. Centralblatt, Bd. 15, 5. 390, 1895. 
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haupt nichts mehr zu finden, der Zucker war verbrannt worden. 
Die andern 4 Thiere mit mehr Zucker dagegen wiesen in dem 
Darm wie in der Leibeshohle reichlich Rohrzucker auf, dem 
Aussehen nach im Darm weniger als in der Leibeshéhle; eine 
direkte Reduction ohne vorherige Inversion war nirgends zu 
beobachten. Der Rohrzucker war also in diesen Versuchen 
aus der Leibeshohle in den Darm getreten, nicht anders als 
er es bei den vorigen Versuchen in umgekehrter Richtung 
sethan hatte. 

Das Ergebniss dieser Versuche an Holothuriendiirmen 
liisst sich dahin zusammenfassen, dass man mit Bestimmtheit 
eine aktive Wasserresorption beobachten kann, die sich aus 
osmotischen Kriften allein nicht erkliiren lisst. Denn = die 
geringe Wasserverdunstung und dadurch bedingte Concen- 
trationsvermehrung der Aussenfliissigkeit geniigt, wie ein Blick 
auf die Zahlen zeigt, bei Weitem nicht, um die vollstiindige 
Entleerung des Darmes in das Aussenwasser herbeizufiihren. 
Dass nicht etwa zwischen Darm und Leibeshohle  offene 
Communicationen bestehen, durch die hindurch der Darminhalt 
nach aussen tritt, wird durch die auch am Schluss aller Ver- 
suche (Tabelle I) stets noch vorhandenen Concentrations- 
differenzen zwischen Darm und Leibeshdhle bewiesen. Die 
Wanderung und Vertheilung der wasserléslichen Substanzen 
ist dagegen nicht anders, als sie bei Diffusionsmembranen sein 
wurde: durch die Wand hindurch findet eine allmiihliche 
| Ausgleichung der Druckdifferenzen statt und es werden keine 
. neuen geschaffen. Auch findet sich kein Anzeichen  dafir, 

| dass die Darmwand etwa nach den beiden Seiten «orientirt» 
l ist, wie es Waymouth Reid!) und ich?) fiir den Diinndarm 
; : der Siiugethiere festgestellt haben. Und dass diese Fiihigkeit 

| nicht etwa nur dem isolirten Darm, als erstes Zeichen seines 
Absterbens, verloren gegangen ist, beweisen die zuletzt auf- 
| gefiihrten Versuche am _ unvyerletzten Thiere. Die Zucker- 
i 





1) KE. Waymouth Reid, On intestinal absorption, Philos. Trans- 
actions, Ser. B, Vol. 192, 211, 1900. 
2) O. Cohnheim, Zeitschr. f. Biolog., 36, 129. 1898. — 37, 443. 1899 
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vertheilung ist hier vollstiéndig erklarlich durch langsames 
Verschlucken in den Darm, Diffundiren aus diesem in die 
Leibeshoéhle oder umgekehrt und allméhliche Verbrennung des 
Zuckers auf diesem Wege. 

Dies Resultat findet in den folgenden Versuchen an See- 
igeln seine Bestiitigung. 


Versuche an Seeigeln. 


Anfangs machte ich die Versuche so, dass ich die 
Mundmembran der Seeigel rings um die Laterne durchschnitt, 
diese herausnahm, in den «Osophagus» einen diinnen Seiden- 
katheter einftihrte und damit den Darm fiillte. Diese Methode 
hat den Vortheil, dass man sich nach erfolgter Injection tiber- 
zeugen kann, ob der Darm nicht etwa verletzt ist und die 
injicirte Fliissigkeit direkt in die Leibeshodhle gelaufen ist. 
Aber sie bedeutet fiir den Seeigel einen sehr schweren Ein- 
griff, da seine Athmung, wie die Coordination seiner Bewegungen 
durch die ZerstOrung der Mundmembran gehindert ist.1) Da 
ich ausserdem die Leibeshohlenfliissigkeit unvermischt unter- 
suchen wollte, musste ich die Thiere nach der Operation mit 
dem After nach unten legen und sie vor dem Herumdrehen 
bewahren, was sie iibrigens auch nach dem Eingriffe in der 
Regel nicht mehr konnen. Ich versuchte darauf, neben der 
Afterdffnung ein Loch in die Schale des Seeigels zu machen, 
was auch in der That ohne Verletzung der inneren Organe 
gelingt. Die Versuche, in denen Lésungen in die Leibeshohle 
eingefiihrt wurden, sind auf diese Weise gemacht. Die Thiere 
wurden dann so in ein Gefiiss gesetzt, dass die oberste Kuppe 
mit dem Loch aus dem Wasser hervorragte. Da es mir aber 
nicht gelang, in das Rectum eine Caniile ohne Verletzung ein- 
zufiihren, benutzte ich ein einfacheres Verfahren und_ fiihrte 
ein GlasrOhrchen in die Mundéffnung des Thieres ein, das 
dann von dem Seeigel selbst mit den Zihnen gefasst und 
festgehalten wird. So konnte ich unschwer 10—12 ccm. ein- 
laufen lassen, wobei der Seeigel die Laterne rhythmisch hebt 
und senkt. Wenn man nach erfolgter Injection einige Minuten 


1) J. v. Uexkill, Zeitschr. f. Biolog., 34, 298. — 37, 334. 1898. 
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wartet und dann das Rohrchen herauszieht, fliesst auch beim 
Herumdrehen des Thieres nichts aus. Der Seeigel wurde dann 
in ein Gefass mit geliiftetem Wasser gesetzt und am niichsten 
Tage die Leibeshohlenfliissigkeit wie der Darminhalt unter- 
sucht. Die Seeigel halten sich dabei auffallend schlecht.  Luft- 
durchleitung geniigte kaum je, und selbst bei starker Sauer- 
stoffdurchleitung zeigten die Thiere oft schon nach 24, immer 
nach 48 Stunden Stachelverlust, also schwere Verinderungen. 
Als normal betrachtete ich sie, wenn sie keine oder nur verein- 
zelte Stacheln verloren hatten, die von v. UCexkiill beschrie- 
benen Stachelreflexe gut zeigten und sich noch umdrehen konnten. 

Der Darm frisch gefangener Seeigel ist stets prall gefiillt, 
theils mit Pflanzenresten und anderen Partikelchen, theils mit 
kleinen, etwa_ stecknadelkopfgrossen oder etwas grdsseren, 
sriinen oder gelbbraunen Kiigelchen, selten mit etwas Sand. 
Die Ktigelchen werden als Koth reichlich durch den After 
entleert; aber der Darm ist auch nach 4—6 Tagen noch 
nicht ganz leer; in den vorderen Partien ist er dann mit 
Fliissigkeit gefiillt und reisst an dem gedffneten, seiner Leibes- 
hohlenfliissigkeit beraubten Thiere leicht ein. Doch lasst sich 
bei einiger Vorsicht der Seeigel durch ein Loch am dorsalen 
Pol ohne Verletzung vollstiindig ausspiilen. 

Zuniichst machte ich einige Versuche mit Einfiihrung 
von Jodnatrium in den Darm und in die Leibeshdhle, das ich 
dann immer im Darm und in der Leibeshdhle wiederfand, 
das also wie bei den Holothurien gleichmissig nach beiden 
Richtungen durch die Darmwand hindurchgeht. Die Zucker- 
versuche sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

Tabelle III. 





a 
Zucke .: - ; In der Leibeshéhle «= e 
Zucker- | Fingefiihrt |Im Darm gefunden ¥ 2 
t | gefunden > & nerkunger 
ar = 
| ecm g ecm 0). > | ecm e, ” 
. . 6 + a r g z 





1 Dextrose 8 04 | 34 0. O17: 168 O O O25 


2 > 16 16 45 O6 OS 266 O08 OS OS 

> Rohranek.! 10 Lo | S@ O3 O11 225 O34 076d OS - 

+ Dextrose 16 16)? 0 O S10 O14 0.7 Of Ip Leibesbib'e Nes 
a) D 13 13 | 701) O2 O14 108 048 O46 O77 > > > 
b > 12,5'| 1.5 | 55 1.1 O71) 207 O19 O4 OA  Leme Blatkirrersd 
7 iO |a5;—/] @ 0 |— | @ Oo O25 


1) Dazu Spiilwasser. 
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Es geht aus diesen Zahlen hervor, dass auch bei den 
Seeigeln eine Vertheilung des Zuckers zwischen Darm = und 
Leibeshohle statthat. Nur bet einem Versuche (4) war im 
Darm kein Zucker mehr nachzuweisen, wohl aber in der 
Leibeshohle. Aber der Zuckergehalt in der Leibeshé6hle war 
sehr gering und die Differenz kénnte sehr wohl durch die 
stiirkere Verbrennung im Darm erklirt werden. Jedenfalls 
ergibt sich aus den Versuchen keine Thatsache, welche die 
Annahme besonderer Kriifte neben der Diffusion sicher er- 
forderlich machte. Und = dasselbe Hesultat zeigten einige 
Versuche, bei denen ich Zuckerl6sungen direkt in die Leibes- 
hohle brachte. 


Tabelle IV. 





k.in- 





Zucker- In der Leibeshdhle | Ver- 
Nr. gefiihrt gefunden | Bemerkungen 
art | brannt | 
g com. Oy | g 
| | | | | 
1 | Dextrose | 2,5 372 | O49) 1,8 |< 0,45 | In Anssenfliissigkeit 0,25 ¢ 0,048? , 


Zucker, im Darm etwas Zucker. 


2 | | 0,84 | 175 | 0,3 | 0,525 <0,3 \Im Darm etwas Zucker. 
3 Rohrauck.) 1,5 | 285 | 0,3 | 0,86 <0.64 
4 | Dextrose | 0,48 | 35 | 1,0 | 0.59 | 0,06 
5) » | 05 | 130) 029) 038 | 0,12 | Anssen kein Zucker. Darm war entfornt 


| } 


6 \Rohrack. 0,75 | 167! 0.38 | 05 | 0,25!) Darm u. Genitalien entfernt. 


| | a | | 


Die ersten drei Versuche der Tabelle sind in dieser Ar! 


| » > > 
| 
| 
| 


Aussen 0,07 g. Darm u. Genitalien entferut 


gemacht worden, und es fand sich immer — mit Ausnahme 
von einem Versuche — im Darm etwas Zucker, wiihrend der 


normale Darminhalt weder direkt, noch nach Kochen mit Salz- 
siiure eine Reduction zeigte. Der Zucker, Trauben- wie Rohr- 
zucker, war also trotz seiner geringen Concentration in der 
Leibesfliissigkeit in umgekehrter Richtung, als normal, durch die 
Darmwand hindurchgetreten, die also auch beim Seeigel fiir 
Zucker so wenig wie fiir Jodnatrium eine Orientirung besitzt. 

Die in der Tabelle III und IV angefiihrten Versuche 
sollten gleichzeitig noch eine andere Frage beantworten. Wie 
erwihnt, hat der Mangel einer Circulation bei den Echinodermen 
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viele Zoologen zu der Vorstellung gefiihrt, die Aufnahme und 
Vertheilung der Nahrungsstoffe im Korper erfolge bei ihnen 
gar nicht oder doch nur zum Theil in geléster Form, sondern 
durch Vermittelung der Amdbocyten, der allgegenwiirtigen 
Wanderzellen, die sich im Darm mit den Nahrungsstoffen be- 
laden und diese dann durch die Leibeshéhle zu den Organen 
transportiren sollten. Aber schon die bisherigen Versuche 
haben gezeigt, dass geloOste Stoffe leicht durch die Darmwand 
hindurchtreten, und der active Wassertransport der Holothurien 
unterstiitzt dies ja offenbar. Ich habe nun noch eine Reihe 
Versuche angestellt, bei denen ich die Amédbocyten entfernte. 
Ich machte mit dem Troikart ein Loch in der Mundhaut neben 
der Laterne und ein zweites am Scheitel, liess die Thiere leer- 
laufen und fillte sie mit Seewasser; im Laufe der niichsten 
24 bis 48 Stunden wiederholte ich dies Verfahren mehrmals, 
da sich aus den Geweben stammende Amdbocyten immer 
wieder in der Leibeshdhle sammelten. Die Seeigel vertrugen 
den Eingriff nicht besonders gut, sondern zeigten schon am 2., 
fast alle am 3. Tage Stachelverlust und andere Zeichen ab- 
normen Verhaltens. Erst als ich die Operation mit sterilisirten 
Instrumenten ausfiihrte und die Thiere mit ausgekochtem See- 
wasser fiillte, wurden die Resultate besser, und es blieb ein 
Theil der Thiere 3 Tage lang gesund. Von diesen stammen 
die Versuche 4, 5 und 6 von Tabelle Ill, welche beweisen, 
dass unter diesen Umstiinden, d.h. bei Fehlen der AmoObocyten, 
gerade so gut ein Stofftransport und gerade so gut eine Ver- 
brennung statthat, wie bei Vorhandensein der Wanderzellen. 
Gegen dies letztere kénnte der Einwand erhoben werden, es 
sel zwar der Zucker herausgetreten, aber er habe nicht der 
Erniihrung des ibrigen Korpers gedient, sondern die be- 
obachtete Verbrennung beruhe allein auf der Thatigkeit des 
Darmes, die anderen Gewebe erhielten den Zucker gar nicht. 
In Folge dessen habe ich einige Seeigel an der dorsalen Kuppe 
breit gedffnet, sie ausgeschiittet, den ganzen Darm und die 
Genitalien sorgfaltig herausgenommen, die Thiere griindlich 
ausgespiilt und, mit zuckerhaltigem Seewasser gefiillt, in ge- 
liiftetes Seewasser gesetzt. Eine Verminderung des Zuckers 
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bis zum niichsten Tage — es wurden nur die Thiere ver- 
wendet, die am Ende des Versuches ihre Stacheln nicht ver- 
loren hatten und umherlaufen konnten — konnte dann nur 
auf der Thatigkeit der anderen Gewebe ausser dem Darm, 
der Laternenmuskulatur, der Stachelmuskulatur etc., beruhen. 
Wie die Versuche 4—6 der Tabelle IV lehren, wird dabei 
nun deutlich Zucker verbrannt, und es ist damit bewiesen, 
dass die Gewebe der Seeigel wirklich Nahrungsmittel ver- 
wenden, die in der Leibeshdhlenfliissigkeit gelost sind, und 
dazu nicht der Vermittelung der Wanderzellen bediirfen. Ueber 
den Weg, den der erniihrende Zucker durch die Schale hin- 
durch zu den ausserhalb der Schale gelegenen Muskeln ein- 
schligt, vermag ich nichts zu sagen; auffillig ist aber die sehr 
viel geringere Verbrennung in Versuch 4, bei dem = atisser 
Darm und Genitalien auch die liings der Ambulacren liegenden 
«Kissen» weggekratzt waren. Dass die Wanderzellen gar 
keine Rolle bei dem Stofftransport und der Ernahrung der 
Seeigel spielen, kann ich nattirlich nicht behaupten. Wie bald 
auseinanderzusetzen ist, habe ich gesicherte Resultate nur fiir 
die Verdauung und Verbrennung der Kohlehydrate erhalten: 
bei den anderen Nahrungsstoffen kénnte es, soweit diese iiber- 
haupt eine Rolle bei der Erniihrung der Thiere spielen, anders 
sein. Der Befund von Eiweisskrystallen in den Amdbocyten 
der Seeigel durch List,') eines fettspaltenden Fermentes in 
den AmOdbocyten der Seesterne durch Chapeaux?) gibt in 
dieser Beziehung zu denken. Ich habe eine gréssere Menge 
von Seeigelamdbocyten gesammelt, und gefunden, dass die 
grossen intensivrothen Einschliisse, die viele von ihnen ent- 
halten, nicht in Alkohol, wohl aber in Aether ldéslich sind. 
Sie haben also nichts mit dem alkoholléslichen «Purpur» der 
Seeigel zu thun und kénnen auf dem Transport begriffenes 
Fett sein. 

Fiir die léslichen, diffusibeln Produkte der Verdauung, 


1; Th. List, Anat. Anzeiger, 14, 185. 1897. 
2) M. Chapeaux, Bull. de l’Acad. roy. de Belgique, III. Ser. 
26, 227. 1893. | 
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insbesondere also die niederen Kohlehydrate, miissen wir uns 
den Process der Resorption folgendermassen vorstellen : 

Durch die Verdauung entstehen — davon weiter unten 
— losliche, diffusible Koérper, und diese treten durch den 
Darm durch in die Leibeshéhle. Die Leibeshdhle aber ist 
das grosse Reservoir, aus dem alle Organe der Thiere 
schoépfen. Halten sich der Verbrauch und die Zufuhr aus 
dem Darm die Wage, so findet sich nichts von Verdauungs- 
produkten in ihr; so ist es im natiirlichen Leben der Thiere, 
so war es auch z. B. in Versuch 7 der Tabelle HI, in dem 
ich 0,9 g Dextrose in den Darm eines Seeigels brachte und 
nichts davon wiederfand, weder im Darm, noch in der Leibes- 
hdhle, noch in den Geweben. So auch in Versuch 1, Tabelle I, 
wo ebenfalls der eingefiihrte Zucker von einem Holothurien- 
darm ganz zerstOrt wurde, und in dem auf Seite 30. er- 
wihnten Versuche, in dem 1,5 g Rohrzucker in einer Holo- 
thurie ganz verschwanden. Steigerte ich dagegen kiinstlich 
die Zufuhr von léslichen Zuckern aus dem Darm, so konnte 
ich diese in der Leibeshéhle, wenn auch meist nur in geringer 
Menge und Concentration, nachweisen. Functionell entpricht 
so die Leibeshéhle dem Blutgefiisssystem der Wirbelthiere, 
das die Vertheilung der Nahrungsstoffe zu allen Organen des 
Korpers leistet, und in dem von diesen Stoffen zu jeder Zeit, 
auch bei reichlichster Zufuhr, nichts oder doch nur wenig 
hachzuweisen ist. 

Was nun die Krifte anlangt, die den Durchtritt der 
Stoffe aus dem Darm in die Leibeshéhle bewirken, so ergibt 
sich aus den Versuchen an den Seeigeln, wie an den Holo- 
thurien, dass eine «Orientirung» der Darmwand nach _ver- 
schiedenen Richtungen, wie sie dem Siugethierdarm zuzu- 
kommen scheint, dem Darm der Echinodermen fehlt. Das 
einzige, durch osmotische Kriifte nicht Erklirbare ist die 
Wasserresorption im Holothuriendarm, bei der Zellkriifte wirk- 
sam sein miissen. Der Uebertritt fester, gelister Substanzen 
kann bei Seeigeln, wie bei Holothurien, durch Diffusion er- 
kliirt werden, und wir hiitten in den Dirmen dieser Thiere 
dlinliche Verhiltnisse vor uns, wie ich sie bei der Bauchhihle 
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der Kaninchen fand:') einen regelrechten Diffusionsaustausch 
und daneben eine recht langsame active Fliissigkeitsresorption. 
Ausgeschlossen ist ja selbstverstiindlich die Mitwirkung von 
Zellkriften dabei nicht, aber nothwendig, das ist der ent- 
scheidende Punkt, sind sie zur Erklirung auch nicht; fiir die 
Stoffaufnahme geniigt einstweilen die Annahme einer reinen 
Diffusion. Wie weit diese dabei durch den activen Wasser- 
strom beschleunigt und unterstiitzt wird, entzieht sich der 
Berechnung. Wenn man, auf diese Befunde gestiitzt, einen 
Vergleich mit dem Saugethierdarm wagen will, so liegen zwei 
Moglichkeiten vor. Man kann entweder in den Erscheinungen 
bei den Echinodermen eine Bestatigung dafiir erblicken, dass 
bei den Siugethieren der Fliissigkeitsstrom die Hauptsache ist. 
Ich hahe seinerzeit betont,?) dass dieser thatsiichlich die einzige, 
wirkliche Schwierigkeit darstellt, wahrend die Aufnahme korper- 
fremder Substanzen aus dem Darm ins Blut eventuell auch 
nur durch Diffusion erklirt werden kénnte. Es wire mdglich, 
diese Eventualitiit jetzt weiter auszufiihren und zu_ sagen: 
Constant bei der Resorption der verschiedensten Thiere ist 
nur der durch die Darmwand_ hervorgerufene Wasserstrom. 
Kr ist langsam bei den Echinodermen mit ihrem = geringen 
Stoffwechsel, so langsam, dass neben ihm und gegen ihn eine 
Diffusion geléster Substanzen stattfinden kann. Bei den Siiuge- 
thieren erfolgt er hingegen so schnell, dass keine Diffusion 
mehr moglich ist; er reisst die im Darm befindlichen Substanzen 
mit und fiihrt das Wasser aus dem Darm fort, ehe etwas 
aus dem Blut hinein gehen kann. — Die zweite Moglichkeit 
aber ist die, dass man einfach sagt: Wir haben hier eine 
neue eigenartige Anordnung vor uns, einen schwachen Fliissig- 
keitsstrom aus dem Darm in die Leibeshéhle, und neben diesem 
einen Austausch gelister Bestandtheile, bei dem wir  bisher 
keine Abweichung von den Diffusionsgesetzen zu erkennen 
vermogen. Fiir die circulationslosen Echinodermen geniigt diese 
einfachere Anordnung, bei den Siiugethieren sind in der Darin- 


1) O. Cohnheim, Zeitschr. f. Biologie, 57, S$. 445. 1898. 
2) O. Cohnheim, Zeitschr. f. Biologie, 39, 8. 169. 1899. 
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wand noch neue Functionen ausgebildet. Die letztere Auffassung 
scheint mir zunichst die richtigere zu sein. Jedenfalls hat 
die Untersuchung der Resorption bei den circulationslosen 
Echinodermen auf diese Weise eine Trennung und genauere 
Analysirung der complicirteren Functionen ermdglicht, wie sie 
der Darm der Siiugethiere zeigt. 


Die Enzyme und die Verdauung der Kohlehydrate. 


Die Holothurien besitzen in ihrem Darm 1. ein diasta- 
tisches Ferment, das Starke in lOdsliche, reducirende Korper 
umwandelt, 2. ein invertirendes Ferment, das Rohrzucker 
in Dextrose und Liivulose spaltet. Die Diastase ist schon von 
Krukenberg beschrieben worden. Die Reaction im_ Holo- 
thuriendarm habe ich stets schwach alkalisch, gleich der des 
Meerwassers, gefunden; bei dieser wirken die Enzyme gut, sie 
wirken bei 40° besser als bei Zimmertemperatur. Um eine 
Anschauung von der Stirke der Enzyme zu bekommen, habe 
ich zerschnittene Holothuriendiirme mit der etwa_ fiinflachen 
Menge Meerwasser wochenlang stehen lassen, abfiltrirt und 
die Wirksamkeit dieser Loésung mit der von menschlichem 
Speichel verglichen. Ausserdem nahm ich zum Vergleich die 
diastatische Wirkung des Extractes der Leber von Octopus 
vulgaris, einem sehr gut und schnell verdauenden Wirbellosen. 
Es verging Zeit, bis zum ersten Male eine Reduction nach- 
welsbar war, bei 


| 200 | 40 
Speichel und Starkekleister. 2... 2...) 6 Min. | <f Min. 
Holothuriendirmen und Stiarkekleister . . . | 300» _ 120 
Holothuriendairmen und Rohrzucker ere | 90 » | 25 
(ctopusleber und Starkekleister .... . | 60 | D 


Die Fermente der Holothuriendiirme sind also — wenigstens 
in Winter — wenig wirksam; das Invertin wirkt schneller 
ils die Diastase. Auch wird von zugesetztem Stiirkekleister 
ummer nur ein kleiner Theil gespalten, wahrend das Invertin 
-ehr viel intensiver wirkt. Auch der wiisserige Darminhalt 
hungernder Holothurien enthilt beide Fermente, und ebenso 
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der Sand im Darm frischgefangener Thiere: beide sind viel 
weniger wirksam als die Darmschleimhaut selbst, bezw. deren 
Extract. Der Darm von Stichopus regalis hat die gleichen 
beiden Fermente wie der von Holothuria tubulosa. 

Die Versuche wurden unter Zusatz von Toluol ausgefiihrt, 
um HKakterienwirkungen auszuschliessen. Der Umstand, dass 
der Darminhalt viel schwiicher wirksam ist, als der Darm 
selbst, beweist auch, dass es sich nicht etwa um Enzyme 
handelt, die von Bakterien schon vorher erzeugt waren, sondern 
dass die Fermente wirklich von der Darmschleimhaut producirt 
werden. 

Bei den Seeigeln fand ich dieselben beiden Enzyme, ein 
diastatisches und ein invertirendes. Das diastatische wirkt 
schnell und stark, das invertirende dagegen nur schwach. 
Ich konnte es nur dadurch nachweisen, dass ich durch starken 
Toluolzusatz die Darmschleimhaut abtédtete und so die Weiter- 
verbrennung der gebildeten einfachen Zucker verhinderte. Dann 
war stets nach 24 Stunden eine deutliche, aber nie starke 
Reduction vorhanden, die in den Kontrollpriiparaten ohne 
Rohrzuckerzusatz ausblieb; die Seeigel produciren also ein 
Invertin. 

Die Seesterne — Astropecten aurantiacus — produ- 
ciren in den « Blinddiirmen » ein sehr schwaches, diastatisches 
Ferment, das schon Griffiths beschreibt, und ein viel starkeres 
Invertin, das schneller wirkt, als das der Holothurien. 

Es erhebt sich nun die Frage, was denn die Thiere mil 
diesen ihren Enzymen machen. Das diastatische Ferment ist 
verstiindlich; denn Holothurien und Seeigel niihren sich von 
verschiedenen Pflanzen, die sicherlich Stirke enthalten, und 
die Hauptnahrung der Seesterne, die ausschliesslich Fleisch- 
fresser sind, bilden Muscheln und Schnecken, die reichlich 
colloidale Kohlehydrate, Verwandte des Glycogens ete. enthalten. 
Aber von einem reichlicheren Vorkommen des Rohrzuckers bei 
niederen Meerespflanzen ist nichts bekannt und ebensowenig 
der Synarthrose, auf die nach Kjeldahl!) das sonst bekannte 


1) Maly’s Jahresbericht f. Thierchemie, 11, 83. 1881. 
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Invertin ebenfalls wirkt. Es war daher nach einem anderen 
Zucker zu suchen, und ein Hinweis bot sich in dem ausgepriigt 
siissen Geschmack vieler bei Neapel vorkommender Muscheln. 
Ich nahm eine gréssere Menge Muscheln von den Gattungen 
Tapes, Pecten und Cytherea, die ich alle in den Magen von 
Seesternen gefunden hatte, zerschnitt sie, zerrieb sie mit Sand 
und presste sie unter Zusatz von Meerwasser mit einer 
Tineturenpresse aus. Ich erhielt so eine Fliissigkeit, die reich 
an Eiweiss, richtiger an mit Saure fillbaren Proteiden war. 
Nach deren Entfernung zeigte das Filtrat keine Reduction. 

Ein Monosaccharid ist also in den Schnecken nicht ent- 
halten. Als ich aber nach Hammarsten’s!) Vorschrift die 
Schnecken mit 5°/oiger Kalilauge behandelte und das gebildete 
Albuminat durch Saure fallte, erhielt ich ein Filtrat, das nicht 
direkt, wohl aber nach dem Kochen mit Séuren reducirte. 
Die untersuchten Meeresschnecken enthalten also, wie die 
Weinbergschnecke nach Hammarsten!) u. A., ein hdheres 
Kohlehydrat. Der Versuch, es rein darzustellen, fiihrte zu 
keinem sicheren Resultate und ich kann daher auch nicht an- 
gehen, ob das Kohlehydrat als solches in den Schnecken enthalten 
ist, oder bei der Behandlung aus einem Glycoproteid entstand. 

Als ich zu dem beschriebenen Muschelpresssaft oder zu 
zerschnittenen Muschelstiickchen die Verdauungsorgane von 
seesternen oder Holothuriendérme setzte, bekam ich nach 
einigen Stunden eine sehr starke Reduction. Bakterienwirkung 
war durch Toluol ausgeschlossen, die Holothuriendiirme allein 
geben auch nach Wochen keine Reduction, die Blinddiirme 
von Seesternen manchmal nach mehreren Tagen eine ganz 
unbedeutende, vermuthlich von langsam verdauten Nahrungs- 
resten herrtihrend. Die zerschnittenen und ausgepressten 
Muscheln, die ja auch deren Verdauungsorgane und Darminhalt 
enthalten, zeigen, sich selbst tiberlassen, nach 2—3 Tagen eine 
schwache Reduction, die nicht verglichen werden kann mit 
der intensiven Reduction, wie sie die Kinwirkung der Seestern- 
schliuche auf die Schnecken hervorbringt. 





1, OQ. Hammarsten, Pfliiger’s Archiv, 36, 373. 1885. 
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Ich nehme daher an, dass es dies Kohlehydrat ist, das 
sich in ihrer Nahrung, den Muscheln, reichlich findet, fiir das 
die Verdauungsorgane der Echinodermata ihr invertirendes 
Enzym produciren. Bei den fleischfressenden Seesternen sind 
wir zu dieser Annahme gezwungen, bei den Holothurien und 
Seeigeln ist die Moéglichkeit vorhanden, dass sie daneben ihr 
Invertin fiir pflanzliche Kohlehydrate, vielleicht fiir Rohrzucker 
selbst, verwenden koénnen. 

Die Fermente der Holothurien und Seeigel finden sich 
reichlich nur in der Darmschleimhaut, gar nicht in den anderen 
Organen, dagegen gelegentlich in geringer Menge in der Leibes- 
hohlenfliissigkeit. Bei frischgefangenen, also in Verdauung 
begriffenen Seeigeln fand ich mehrmals in der Leibeshoéhle 
ein diastatisches, bei Holothurien ein diastatisches und ein 
invertirendes Ferment. Der Befund war nicht constant, bei 
vielen anderen Exemplaren vermisste ich die Fermente, auch 
war die Wirkung recht gering und die Reduction bei Zimmer- 
temperatur erst nach 24 Stunden oder noch spiiter nachzuweisen. 
Da aber Bakterienwirkung durch reichlichen Toluolzusatz aus- 
geschlossen war und ich mich stets durch Kontrollversuche 
von der Unwirksamkeit der betreffenden Fliissigkeit nach dem 
Kochen itiberzeugte, kann an dem gelegentlichen Vorhandensein 
der Fermente in der Leibeshohle nicht gezweifelt werden. 
Dieser Befund ist chemisch interessant, weil er das Vor- 
handensein von Fermenten in einer LOsung zeigt, die 
weder Eiweiss noch Kohlehydrate und tiberhaupt or- 
ganische Substanz nur in Spuren enthalt und so einen 
Beweis mehr fiir die Nichteiweissnatur dieser Korper liefert. 
An einer wesentlichen Function dieser Fermentspuren im Korper 
ist dagegen wohl zu zweifeln; sie sind vielmehr den geringen 
Mengen von Pepsin, Labferment ete., den «Fermentschlacken >, ') 
gleichzusetzen, die im Blut und im Harn der Siiugethiere mehr 
oder weniger constant gefunden werden. Es zeigt wieder die 
functionelle Gleichwerthigkeit der Leibeshohle der Echinodermen 


1) Boas, Zeitschr. f. klin. Med., 14, 249. 1888. — F. Helwes., 
Pfliiger's Archiv, 45, 384. 1888. 
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mit den Blutgefiissen der Saéugethiere. Was die Darmwand 
passiren kann, tritt in sie ein; die geringen Mengen verdau- 
licher Produkte werden in der Norm immer gleich wieder von 
den Koérpergeweben mit Beschlag belegt, die unverwerthbaren 
Fermente sammeln sich so gut in ihr an, wie das _ kiinstlich 
in den Darm eingebrachte Jodnatrium. 

Die Stirke wird also von den Echinodermen verzuckert, 
der Rohrzucker in einfache Zucker gespalten, die einfachen 
Zucker aber werden von ihren Geweben verbrannt. 

Ich habe bei den oben angefiihrten Resorptionsversuchen 
schon jedesmal die Menge Zucker angegeben, die dabei von 
dem Darm oder dem ganzen Thiere verbrannt wurde, genauer 
gesagt, die bei Beendigung des Versuches weniger vorhanden 
war, als im Anfang. Ich habe mich durch eine Reihe von 
Versuchen tiberzeugt, dass der Zucker nicht etwa durch die 
Gewebe beschlagnahmt war. Es liess sich weder aus dem 
Darm noch aus den ganzen Thieren durch Kochen mit Wasser 
bei neutraler oder schwach saurer Reaction mehr als Spuren 
Zucker gewinnen und zugesetzter Traubenzucker konnte von Holo- 
thurien wie von Seeigeln quantitativ wieder gewonnen werden. 

Auf verschiedene Versuche, bei denen ich die Zucker- 
zerstorung durch den Darm von Holothurien noch weiter be- 
stimmte, gehe ich nicht ein, da sie nichts ergaben, als was 
auch aus den Resorptionsversuchen ersichtlich ist, dass der 
herausgenommene Darm, wie die ganze Holothurie, Trauben- 
zucker in betrichtlicher Menge zerstért. Das schliessliche 
Produkt dieser Oxydation ist Kohlensiure, deren Bestimmung 
weiter unten beschrieben wird; Zwischenprodukte habe ich 
nicht auffinden kénnen, insbesondere war niemals eine saure 
Reaction nachweisbar. Ob die Zersetzung des Zuckers nur 
durch die lebenden, organisirten Zellen oder durch eine Oxy- 
dase vor sich geht, ist natiirlich nicht zu entscheiden. Jeden- 
falls wirkt die letztere, wie alle Oxydationsfermente, intra- 
cellular und wird nicht nach aussen secernirt. 

Zu 40 ecm. Darminhalt von Holothurien wurde 1 g Dex- 
‘rose gesetzt, nach 24stiindiger Luftdurchleitung wurde auf 
‘(Ocem. aufgefiillt und 2,5°/o Zucker = 1 g gefunden. 
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Je 50 eem. Holothurien- und Seeigelleibesfliissigkeit, theils 
mit, theils ohne Blutkérperchen, wurden mit je 0,5 g Dextrose 
versetzt und 24 Stunden Luft durchgeleitet; dann fanden sich 
bei verschiedenen Versuchen wechselnd 0,48—0,51 g Dextrose, 
mit andern Worten, es hatte keine, die Versuchsfehler tiber- 
steigende ZuckerzerstOrung stattgehabt. Gleichzeitig bilden 
diese Versuche, die ohne Zusatz eines Desinficiens gemacht 
sind, den Beweis dafiir, dass die sonst beobachtete Zucker- 
zehrung nicht etwa durch Bacterien vorgetéuscht war. Der 
lebhafte Luftstrom bei allen Versuchen ist ja ihrer Entwickelung 
auch nicht gtinstig. 

Wenn ich die Holothurien nicht liiftete und so asphyktisch 
machte, war die Zuckerzehrung herabgesetzt, durch Chloroform 
wurde sie aufgehoben, oder doch mindestens sehr stark herab- 
gesetzt, durch Fluornatrium nicht deutlich beeinflusst. Vergleiche 
dafiir Tabelle Il, ausserdem sei folgender Versuch angefiihrt: 

In Gefiisse mit je 500 ccm. Seewasser und 5 g Dextrose 
werden gesetzt: 

1. Eine grosse Holothurie. Gute Liiftung. Am niichsten 
Tage 3,6 g Zucker. 1,4 g verbrannt. 

2. Kine kleine Holothurie. Gute Liiftung. Am niichsten 


ye 


Tage 4,3 g Zucker. 0,7 g verbrannt. 
3. Eine etwas gréssere Holothurie. Keine Liiftung. Am 
niichsten Tage ist die Holothurie todt und hat vorher ihren 
Darm ausgeworfen. Gefunden 4,9 g Zucker. 0,1 g verbrannt. 
4. Holothurie mit herausgenommenen Organen. Durch 
Aufkochen getédtet. 5,0 g gefunden. 

Ob etwa die ausgepressten Organsifte einer Oxydation 
des Zuckers fiihig sind, wie wir es von den Wirbelthieren 
wissen, dariiber habe ich keine Versuche angestellt. Dagegen 
ermoglicht der Umstand, dass das Invertin und die Diastase 
unabhiingig von den Zellen wirken, die «Glucase» aber nicht, 
einen Versuch anzustellen, der den Resorptionsprocess der 
Thiere beleuchtet. Wenn man in einen Holothuriendarm 
Stiirkekleister fiillt, so kann man, wie beschrieben, die Was=er- 
resorption gut beobachten; man findet nach 2 Tagen innen 
nur mehr feste Stiirke, aber weder aussen noch innen Zucker. 
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Als ich aber den Versuch wiederholte und, statt zu liiften, den 
Darm durch Chloroformwasser abtédtete, fand keine Wasser- 
resorption statt, aber aussen und innen war — natiirlich nach 
Entfernung des Chloroforms — reichlich Zucker nachzuweisen. 
Dasselbe zeigen die Versuche mit Rohrzucker. Wenn ich den 
isolirten Darm mit Rohrzucker fiillte, Tabelle I, S. 26, be- 
obachtete ich neben dem Rohrzucker aussen und innen eine 
deutliche Reduction, die bei den Versuchen am ganzen Thiere 
(S. 30) ebenso constant fehlte. 

In diesem Zusammenhange sei auch wieder an die aus 
Tabelle I hervorgehende schlechtere Resorption des Rohrzuckers 
im Vergleich zum Traubenzucker erinnert. In der Norm geht 
der Process der Nahrungsaufnahme so vor sich, dass die 
hjheren Zucker erst durch die Darmfermente in einfache 
Zucker zerlegt werden, diese durch die Darmwand in der 
geschilderten Weise hindurchtreten, durch die Leibeshdhlen- 
fliissigkeit zu allen Organen der Thiere gelangen und daselbst 
verbrannt werden, ohne dass man sie je auf diesem Wege 
findet, solange sich Zufuhr und Abbau die Wage halten. 

Die interessante Frage, ob die iibrigen Gewebe der 
Holothurien den ungespaltenen Rohrzucker zu verbrennen ver- 
mégen, habe ich nicht entscheiden kénnen, da ihres Darmes 
beraubte Holothurien einen zu geringen Stoffwechsel zeigten. 
Die Differenzen waren immer so klein, dass sie nichts bewiesen. 

Dagegen sei noch mit ein paar Worten der Ausnutzung 
der Kohlehydratnahrung durch Seeigel und Holothurien gedacht. 
Strasburger!) hat angegeben, dass man durch Kochen mit 
2°/oiger Salzsiure im menschlichen Koth die nicht verdauten, 
aber noch verdaulichen Kohlehydrate gewinnen konne.  Holo- 
thurien- und Seeigelkoth gab nach 1'/2stiindigem Kochen mit 
Salzsiure von 29/9 keine Reduction, dagegen einmal Holo- 
thurienkoth nach dem Kochen mit concentrirter Salzsiéure, die 
ja auch feste Cellulose angreifen kann. Noch iiberzeugender 
diirfte folgende Anordnung sein. Ich versetzte Holothurien- 
und Seeigelkoth mit einem an wirksamem diastatischen und 





1) J. Strasburger, Pfliiger’s Archiv, Bd. 84, S. 173, 1901. 
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invertirenden Fermente reichen Extract der Diirme der be- 
treffenden Thiere, ausserdem mit Toluol, vermochte aber auch 
nach Tagen keine Reduction nachzuweisen. Kontrollversuche 
mit Zusatz von Stiirke und Rohrzucker fielen positiv aus. 
Die Ausnutzung der verdaulichen Kohlehydrate im Darm 
der Holothurien und Seeigel scheint also vollstindig zu_ sein. 


Der Stickstoff-Stoffwechsel. 


In Bezug auf diesen habe ich nur wenig Positives er- 
mitteln koOnnen. 

Die Holothuriendiirme geben auch nach wochenlangem 
Stehen an Meerwasser kein Ferment ab, das rohes Fibrin 
lost. Das Fibrin bleibt bei Toluolzusatz auch bei Bruttemperatur 
1 Tag lang unveriindert: dass es sich in 2—3 Tagen auflést, 
beweist bei den bekannten Eigenschaften des Fibrins nichts 
fiir die Gegenwart eines Fermentes. Auch Muschelfleisch wurde 
durch Darmextract anscheinend nicht veriindert. Besondere 
Verdauungsdriisen aber, die ein eiweisslOsendes Ferment liefern 
konnten, fehlen den Holothurien. Derartigen negativen Re- 
sultaten gegeniiber hat man sich in der Regel durch die An- 
nahme einer intracelluliiren Verdauung im Gegensatz zur 
secretiven geholfen. Aber dazu miissen den Zellen doch 
jedenfalls l6sliche Eiweissk6rper zugefiihrt werden, wovon bei 
den Holothurien nichts bekannt ist. Auch wiirden die betreffenden 
Organe dann wenigstens eine Selbstverdauung zeigen, wie sie 
erst neuerdings wieder Hahn und Geret!) und Kutscher®) bei 
der Hefe beobachtet haben. Aber die Holothuriendarme bleiben 
bei wochenlangem Stehen unter Toluolzusatz bei Zimmer- wie 
bei Bruttemperatur unveriindert, wogegen sie durch Pepsin 
und Trypsin leicht gelést werden, also aus verdaulichen Eiweiss- 
korpern bestehen. Nach wochenlangem Stehen ging nur etwas 
Kiweiss, bezw. ein mucinihnlicher Kérper in Lésung, nach 
deren Entfernung die Fliissigkeit keine Biuretreaction oder 
Millon’sche Reaction zeigte. Phosphorwolframsdéure erzeugte 





1) M. Hahn und L. Geret, Zeitschr. f. Biologie, Bd. 40, S. 117, 1900 
2) F. Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXXII, 5. 59, 1900. 
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eine spirliche Fillung, in der sich kein durch Silbernitrat 
fillbarer Koérper befand, sodass Arginin ausgeschlossen war. 
Das Filtrat von dem Phosphorwolframsiiureniederschlag wurde 
eingedampft, liess aber die so leicht zu findenden Krystalle 
yon Leucin und Tyrosin vermissen. 

Kein anderes Resultat hatten Resorptionsversuche mit 
stickstoffhaltiger Nahrung. Ich legte 3 Diirme frisch gefangener 
Holothurien, also mit Sand und Nahrung gefiillt, in Seewasser, 
leitete Sauerstoff hindurch und liess diesen durch Schwefel- 
siure von bekanntem Gehalt streichen. Ausserdem fiillte ich 
+ Holothuriendirme mit dem Seite 41 erwiihnten Presssaft 
aus zerriebenen und ausgepressten Muscheln, der reichlich 
Kiweisskorper enthiell, 3 andere mit Casein, das in Seewasser 
theils geldst, theils aufgeschwemmt war, und behandelte zum 
Vergleich 3 leere Diirme in derselben Weise. Bei allen Ver- 
suchen hatte sich der Titer der vorgelegten Schwefelsiiure 
nicht geiindert, Ammoniak oder andere fliichtige Basen waren 
also nicht resorbirt worden. In dem Aussenwasser gab 
Essigsiure eine leichte, nicht abfiltrirbare Triibung, die beim 
Kochen nicht zunahm, Phosphorwolframsiiure eine iiusserst 
geringe Fiallung; die Eiweissfarbenreactionen waren negativ. 
Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl ergaben im Maximum 
eine Absiittigung von 1 cem. !/10 n-Schwefelsiiure durch 25 ccm. 
Aussenwasser, was 11 mg Stickstoff im Ganzen, in 200 cem., 
eutsprechen wiirde. Deutliche Unterschiede waren zwischen den 
4 Versuchen nicht zu sehen. Das Casein war im Darm geronnen, 
das Wasser wegresorbirt worden, in dem Muschelpresssaft war 
es zu einer reichlichen Bacterienentwicklung gekommen, die sich 
auch auf das Aussenwasser erstreckte. Ich méchte aus diesen 
Versuchen nur schliessen, dass die Resorption stickstoffhaltiger 
Korper sehr gering ist, im Vergleich mit der reichlichen Re- 
sorpuon und Verbrennung von Kohlehydraten, zu gering jeden- 
lulls, als dass ich sie erfolgreich untersuchen konnte. Wie 
und in welcher Form die Holothurien stickstoffhaltige Nahrung 
aufnehmen, vermag ich danach nicht anzugeben. Ferner suchte 
ich die Stickstoffausscheidung ganzer Holothurien zu bestimmen. 
Zu diesem Zwecke wurden frisch gefangene Thiere in ein mit 
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Meerwasser gefiilltes Gefiiss gesetzt, das einen doppelt durch- 
bohrten Gummistopfen trug. Durch die eine Bohrung_ lief 
ein Rohr bis zum Boden des Gefiisses, das zur Durchleitung 
von Sauerstoff diente. In der anderen Bohrung  steckte ein 
Rohr, mittelst dessen die durchstr6mende Luft durch eine mit 
Schwefelsiiure gefiillte Waschflasche geleitet wurde. In mehreren 
Versuchen, in denen daneben die Kohlensiiureproduktion be- 
stimmt wurde, ging die Luft vor der Schwefelséure erst durch 
Barytwasser. Es konnte aber niemals eine Aenderung des Titers 
der Schwetelsaure beobachtet werden; Ammoniak oder andere 
fliichtige Basen wurden also nicht gebildet. Ebensowenig fand 
ich in dem Aussenwasser bei Stickstoffbestimmungen nach 
Kjeldahl Stickstoff. Die Holothurien scheiden Stick- 
stoff nur durch den Koth aus. Von dem Kothe habe ich 
einige Stickstoffbesummungen nach Kjeldahl gemacht. 


1. Der in 2 Tagen — bis zur volligen Entleerung des 
Darmes — abgesetzte Koth von drei grossen frischgefangenen 


Holothurien enthielt 17,6 mg N. 

2. Der vollstandige Koth von 6. kleinen Holothurien 
enthielt 16,4 mg N. 

3. 21 g Koth enthielten 8,1 mg N. 

4, 21 g Koth enthielten 7,8 mg N. 

Der Koth gibt keine Murexidprobe und gibt an_ ver- 
diinnte. Natronlauge keine mit Phosphorwolframsaure fallbaren 
Substanzen ab, so dass die Hauptmasse der bei Wirbelthieren 
bekannten Harnbestandtheile und lésliche Eiweisskérper aus- 
zuschliessen sind. 

Da ich die Stickstoffaufnahme nicht direkt bestimmen 
konnte, nahm ich zum Vergleich mit dem Koth den aus Sand 
bestehenden Darminhalt aus dem vorderen Stiick des Darm- 
kanals von frisch eingefangenen Holothurien, also aus dem so- 
genannten Magen, und behandelte ihn nach Kjeldahl. 


33 .=«93 


21 g emirelion. ..+«.+ +s + - GO me i, 
21 ¢g » ieee ewe o > eee. 


Wie man sieht, stimmen diese Zahlen ganz auffallend mit 
dem Stickstoffgehalt des Kothes iiberein. Nun liegen drei Még- 
lichkeiten vor: Erstens kénnen sich in der Nahrung unverdau- 
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liche stickstoffhaltige Substanzen befinden, die den Darm ein- 
fach passiren. Zweitens kann der Stickstoff von Verdauungs- 
secreten herriihren, die in den vorderen Theil des Darms 
ergossen werden, den Hamann ja als Drisenmagen bezeichnet. 
Drittens kann der Stickstoff im Darm verschluckte, noch nicht 
resorbirte Nahrung sein, der eine gleich hohe Ausscheidung in 
den Darm gegeniibersteht. Die beiden letzten Fille wiirden 
fiir die Bilanz des Thieres identisch sein, da die Secrete ja 
von dem Thier geliefert werden, also durch Stickstoffaufnahme 
ergiinzt werden miissen. Der erste Fall ist recht unwahr- 
scheinlich, und die Stickstoffausscheidung der Holothurien ist 
danach nicht unbetrachtlich. Denn dieselben drei Holothurien, 
deren Koth — oben unter 1. angefiihrt — 17,6 mg Stickstoff 
enthielt, schieden gleichzeitig — siehe weiter unten — 0,146 g 
CO, aus. Ein Mensch — um irgend einen Vergleich zu er- 
moglichen — wirde nach Voit bei gemischter Kost (mit 137 g 
Kiweiss) auf 0,146 g Kohlensiure nur 6 mg Stickstoff aus- 
scheiden. Wenn also selbst ein Theil des Stickstoffs als ein- 
fach durch den Darm durchgegangen abzuziehen wiire, bliebe 
die Stickstoffausscheidung der Holothurien relativ hoch, im 
<charfen Gegensatz zu der nicht nachgewiesenen Eiweissver- 
dauung und der mindestens sehr unbedeutenden Resorption 
stickstoffhaltiger Nahrung aus dem Darm. Die letztere liesse 
sich freilich dadurch erkliiren, dass der Darm den Stickstoff 
auch wieder aufgesammelt hat, seiner Rolle als Ausscheidungs- 
organ gemidss. Eines besonderen Ausscheidungsorgans, einer 
Niere, bediirfen die Holothurien nicht, da ihr Darm auch diese 
Function besorgt. 

Bei Astropecten aurantiacus konnte ich dagegen eine, 
wenn auch sehr langsame und unvollstiindige, doch deutliche 
Selbstverdauung seiner mit Meerwasser angesetzten Ver- 
dauungsorgane, Magen und Blinddiirme, beobachten und als 
Produkte derselben in Uebereinstimmung mit Griffiths Leucin 
und Tyrosin in charakteristischen Krystallen erhalten. Im Filtrat 
vom noch unverdauten Eiweiss bekam ieh niemals die Biuret- 
reaction, sodass Albumosen und Peptone dabei anscheinend 
hicht gebildet oder gleich weiter zerlegt werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XX XIII. 
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Fiinf grosse, frisch gefangene Seesterne wurden 40 Stunden 
in 8100 com. Meerwasser gesetzt, Sauerstolf durchgeleitet und 
dieser, allerdings nur theilweise, durch Schwefelséure geleitet, 
Ammoniak ging nicht tber. Am Boden fanden sich Muschel- 
reste und Detritus. 500 g Wasser enthielten 3,9 mg Stick- 
stoff; da aber 500 g Meerwasser allein etwa 2,0 mg enthalten 
(s. S. 21) und die Seesterne etwas Schleim producirt hatten, 
halte ich die Zahlen fiir unverwendbar. Dasselbe gilt von 
einem Versuch mit 15 Stick Ophiuren, Ophioderma longi- 
cauda, die ebenfalls) kein Ammoniak producirten und_ in 
200 com. Meerwasser und dem ausgeschiedenen Detritus 3,2 mg 
Stickstoff enthielten. 


Der Stoffwechsel der Holothurien. 

Untersuchungen iiber die Kohlensiiureproduktion — ver- 
schiedener Wirbellosen hat Vernon’) mitgetheilt. Angaben 
tiber die Echinodermen habe ich nicht finden konnen. 

Ich setzte die Holothurien in der (S. 48) beschriebenen 
Weise in ein Gefiiss mit doppelt durchbohrtem Stopfen, fing 
den Sauerstoff, der durch das Wasser geleitet wurde, in Baryt- 
wasser von bekanntem Gehalt auf, filtrirte am Schluss des 
Versuches von dem gebildeten kohlensauren Baryum ab, titrirte 
das Barvtwasser und berechnete daraus die von den Thieren 
producirte Kohlensiiure. Den Sauerstoff liess ich zur Vorsicht 
aus der Bombe erst durch Natronlauge, dann durch Wasser, 
dann erst durch das Gefiiss mit den Thieren streichen. Die 
Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Die 
Thiere waren am Schluss der Versuche lebend und anscheinend 
normal, hatten auch keine Fierasfer als Schmarotzer in sich. 
Die Diirme liessen — in Versuch 5 und 6 — Fliissigkeits- 
resorption beobachten. Die Temperatur war bei allen Ver- 
suchen recht constant, da sie kurz hintereinander Mitte Apri! 
gemacht sind, wurde aber leider nicht bestimmt. Die Ver- 
suchsdauer betrug meist 48 Stunden, die beiden Tage sind 
zweimal getrennt angegeben. 


1) H. M. Vernon, The respiratory exchange of the lower marine 
invertebrates. Journ. of Physiol. 19, 18. 1895. 
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il. Tag | 2. Tag 'Summe | Pro kg | 














Nr. Anordnung | CO, | CO, | CO, | und | 
2° 2 ee Fe 24 Std. | 
1. 3 grosse, frisch gefangene 
Holothurien von 630 g ..| 0,078} 0,068 0,146} 0,116 — 
2. 7 kleine, frisch gefangene | 
Holothurien von 510 g . .| 0,099} 0,083 | 0,182 | O179 7 
3, 3 Holothuriendirme mit Sand | | 
r “ 2 
und Nahrung gefiillt ...| — ak 0,052 | — —- 
t. 3 Holothuriendarme, leer. . _- | — | 0,028 — - 
| . . | | | 
5. 3% Holothuriendarme mit 1 g_ | | | 
Dextrose gefiillt ...... /—-]| - | i — | 
6. Mehrere Holothuriendirme mit | | 
Muschelproteiden gefiillt .| — — | 0,106; — | 40 Stunden, 
| 
; ; | 
7. Dextrose mit Darminhalt ..| — — | 0,012 | — | — 
Sat | | 
8. 15 Stiick Ophiuren (Ophio- | 
derma longicauda) von | | 
SS ere ee ee | — — | 0,057 | 0,228 | -- 
| | 








Versuch 7 ist ein Kontrollversuch, um den Antheil zu 
bestimmen, den die bakterielle Zersetzung der Nahrungsmittel 
durch die im Darminhalt befindlichen Bakterien, ohne dass 
sich lebendes Gewebe dabei befindet, aber bei sonst gleicher 
Versuchsanordnung, betragen kann. Er ist nicht gross und 
kann jedenfalls die anderen Zahlen nicht wesentlich beeinflussen. 

Bei den Versuchen 1, 3, 4 und 5 wurde darauf gesehen, 
dass je drei etwa gleich grosse Holothurien verwendet wurden, 
um die Versuche unter sich vergleichbar zu machen. Die 
‘Muschelproteide» in Versuch 6 stammen von den Seite 41 
beschriebenen Muscheln. Sie wurden aus dem Presssaft mit 
Essigsiiure gefillt, in Natronlauge gelést, nochmals gefiallt und 
in Meerwasser aufgeschwemmt. Es ergibt sich das zu er- 
Wartende Resultat, dass die thiitigen, verdauenden Dirme 
einen viel lebhafteren Stoffwechsel besitzen, als die leeren, 
wid dass durch die Hinzufiigung eines leicht verbrennbaren 
Stolles, wie des Traubenzuckers, der Stoffwechsel gegentiber 
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der Norm noch gesteigert wird. Gleichzeitig beweisen diese 
Versuche, dass der Darm auch am 2. Tage nach dem Tode 
noch Kohlensiiure producirt, also lebt, eine Bestiitigung der 
Resultate der Resorptionsversuche. Ferner zeigt sich der 
grosse Antheil, den der Stoffwechsel des Darmes an dem Ge- 
sammtstoffwechsel der Holothurien besitzt, mehr als ein Drittel. 
Fiir den Hammel hat Hagemann!) die Kosten der Verdauungs- 
arbeit auf 5,5°/o des Verbrennungswerthes der Nahrung be- 
rechnet. Allerdings ist dies ein Minimalwerth, aber auch bei 
dem Holothuriendarm handelt es sich ja um Minimalwerthe, 
da er in seinem normalen Zusammenhange jedenfalls besser 
arbeitet als im isolirten Zustande und wiihrend der Zeit keine 
neue Nahrung aufnimmt. Ich glaube, wir diirfen aus den an- 
gegebenen Zahlen unbedenklich schliessen, dass die «Selbst- 
kosten» des Organismus, die von seinem Nahrungswertlie 
abzuziehen sind, bei den Holothurien sehr hoch sind, die Ver- 
werthung ihrer Nahrung somit eine schlechtere ist, als bei den 
Wirbelthieren. 

Was nun die Gesammtkohlenséureproduktion betrifft, so 
ist diese, wenigstens bei der relativ niederen Temperatur des 
Friihlings, eine sehr geringe. Selbst die héchste erreichte 
Menge von 0,179 g pro Kilogramm betragt nur den dreissigsten 
Theil von dem, was etwa gleichschwere Frosche nach Krehl 
und Soetbeer,?) allerdings bei 22° C., also etwas hoherer 
Temperatur, ausscheiden. Dies Resultat steht im Einklange 
mit den Angaben Vernon’s fiir andere wirbellose Thiere, deren 
Stoffwechsel pro Gewichtseinheit zum Theil noch kleiner ist, 
als der der Holothurien. Es ist dies kein Wunder bei den 
iiusserst triigen Bewegungen und dem sehr wenig ausgebildeten 
Nervensystem und Locomotionsapparat der Holothurien, die 
bei meinen Versuchen fast immer unbeweglich waren. Schou 
die flinken, freilich auch kleinen, Ophiuren (Versuch 8) haben 
einen lebhafteren Stoffwechsel auf die Gewichtseinheit. Aber 
derartige Vergleiche zwischen Thieren von ganz verschiedenem 


1) O. Hagemann, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1899, Suppl. 111 u. 852. 
2) L. Krehl u. F. Soetbeer, Schmiedeberg’s Arch., 40, 275. 15!!>. 
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Bauplan scheinen mir tiberhaupt unzulissig. Man kann wohl 
verschiedene Siiugethiere miteinander vergleichen, man kann 
vielleicht auch noch, wie Vernon, zwei Colenteraten, wie 
Cestus veneris und Rhizostoma pulmo, vergleichen. 
Aber es ist offenbar unmdglich, ein Thier mit einem Kalk- 
skelett oder einem Hautpanzer in Parallele zu stellen mit einer 
Meduse, die tiberhaupt nur 0,24°/o Trockensubstanz hat, oder 
etwa eine Holothurie, von deren Gewicht nahezu die Hiilfte 
auf das Wasser ihrer Leibeshéhle und ein weiterer grosser 
Theil auf die Haut mit ihrem massenhaften Quellungswasser 
kommt, mit den muskuldsen Mollusken. Wozu solche Ver- 
gleiche fihren, zeigt das Beispiel Vernon’s, der bei der Be- 
rechnung auf Trockensubstanz den hodchsten Werth von allen 
Thieren tiberhaupt bei den Medusen findet. 

Darum sind auch die bisherigen Angaben iiber den be- 
stimmenden Einfluss der Oberfliche auf den Stoffwechsel auch 
der Kaltbliiter recht unsicher und es ist doppelt interessant, 
aus den obigen Zahlen fiir die Holothurien zu ersehen, 
dass auch bei Poikilothermen einer Species kleine 
Thiere relativ mehr Kohlensiure produciren als 
grosse. Zum Theil ist dieser Unterschied auch hier durch 
die relativ gréssere Entwicklung der inneren Organe bei den 
kleineren Thieren bedingt. Darm und Wasserlunge wogen bei 
den grossen Holothurien von 630 g zusammen 32 g, bei den 
kleinen von 510 g dagegen 35 g. Das vermag den Unter- 
schied zu verringern, nicht aber ganz auszugleichen. Diese 
Versuche sind vielmehr eine erfreuliche Bestiitigung der Aus- 
llihrungen, die E. Voit!) ktirzlich gemacht hat. Die Poikilo- 
thermen haben keine Eigentemperatur, sondern sind, wie 
Soetbeer?) bewiesen hat, wirklich ein Spielball der Um- 
gebung. Wenn auch bei ihnen die relativ gréssere Oberfliche 
eine Steigerung des Stoffwechsels mit sich bringt, so kann das 
nur daran liegen, dass die gréssere Oberfliche Gelegenheit 
bietet, dass eine gréssere «Zahl von Erregungsmomenten der 


1) KE. Voit, Zeitschr. f. Biologie, 41, 113. 1901. 
2) F. Soetbeer, Schmiedeberg’s Arch., 40, 53. 1898. 
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Zellmasse zugeleitet» wird. Aber gerade wenn man in 
den Reizen, die von aussen her auf ein Thier einwirken, 
das bestimmende Moment fiir seinen Stoffwechsel erblickt, darf 
man nur Thiere von einer Art miteinander vergleichen. Denn 
nur von ihnen weiss man, dass die gleichen sensibeln Reize 
auf ihre Receptionsorgane wirken. 

Bei Holothuria tubulosa aber ist es in der That der 
Fall, dass kleine Thiere lebhafter leben als grosse. 

Die Resultate der vorliegenden Untersuchung lassen sich 
zusammenfassen wie folgt: 

1. Bei den circulationslosen Holothurien und Seeigeln 
treten die Verdauungsprodukte in geléster Form in die Leibes- 
hdhle, die das grosse Reservoir bildet, aus dem alle Organe 
schopfen. Dabei finden sich in der Norm in der Leibeshohle 
ebensowenig erheblichere Mengen der resorbirten Nahrung, 
wie in dem Blutgefiisssystem der Wirbelthiere, dem _ sie 
functionell gleichwerthig ist. 

2. Fiir diesen Uebertritt gel6ster Substanzen aus dem 
Darm haben sich keine Abweichungen von den_ Diffusions- 
gesetzen ergeben; ausserdem aber liisst sich bei den Holothurien 
ein activer Wassertransport aus dem Darm in die Leibeshohle 
beobachten, der nur durch Zellkrifte bewirkt sein kann. 

3. Die Holothurien und Seeigel produciren in ihren 
Diarmen ein invertirendes und ein diastatisches Ferment, die 
Seesterne ein invertirendes neben dem_ schon _ bekannten 
diastatischen und proteolytischen Ferment. 

4. Der Eiweissstoffwechsel der Holothurien wurde nicht 
aufgeklirt. Die Holothurien scheiden  stickstoffhaltige Sub- 
stanzen nur mit dem Koth aus; Holothurien, Seesterne und 
Ophiuren scheiden kein Ammoniak aus. 

5. Die Kohlensiiureproduktion der Holothurien ist klein; 
von ihr kommt iiber ein Drittel auf den Darm. 

6. Kleine Holothurien der gleichen Art haben einen leb- 
hafteren Stoffwechsel als grosse. 
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Aus dem Laboratorium fiir allgemeine und analytische Chemie der k. k. technischen 
Hochschule in Briinn.) 


(Der Redaction zugegangen am 12. Juni 1901.) 


Tabak und Tabakrauch waren schon vielfach Gegenstand 
chemischer und physiologischer Untersuchungen. Eine, wenn 
auch nicht erschépfende, kritische Zusammenstellung der auf 
den Tabakrauch beziiglichen Publicationen bildet die Einleitung 
der Abhandlung iiber «den Gehalt des Cigarrenrauches an 
Nicotin unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der giftig wirkenden 
Verbrennungsprodukte des Tabakes» von Rich. Kissling (Dingl. 
Polytech. Journal, Jahrg. 1882, Bd. 244, S. 64 und 234). 

Da sich diese Zusammenstellung, in ihren wesentlichen 
Theilen bis zum Jahre 1893 erganzt, in dem _ verbreiteten 
«Kurzgefassten Handbuch der Tabakkunde» von Dr. Richard 
Kissling (Berlin 1893) wiederfindet, wird es geniigen, an 
dieser Stelle auf jene Zusammenstellung zu verweisen und an- 
zultihren, dass seit 1893 nach meinem Wissen keine Arbeit 
erschienen ist, welche die Resultate der Untersuchung von 
Kissling erschiittert oder in erheblicher Weise ergiinzt 
hitte. Kann indessen diese allgemeine Bemerkung geniigen, 
win die Unterlassung der Besprechung der einschliigigen 
Litteratur zu rechtfertigen, so vermag sie, wie ich meine, 
mich nicht der Pflicht zu entbinden, den Leser, wenn auch 
hur in fliichtigen Ziigen, an den gegenwiirtigen Stand unserer 
Kenntnisse tiber die Zusammensetzung des Tabakrauches zu 
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erinnern. Da sich diese Kenntnisse wesentlich auf die obcitirte 
Arbeit von Dr. R. Kissling stiitzen, so diirfte es dem Zweck 
am besten entsprechen, an dieses unser Wissen mit den eigenen 
Worten Kisslings zu erinnern. Diesbeztiglich heisst es auf 
Seite 245 der obcitirten Abhandlung: «Die Ergebnisse meiner 
Untersuchung fasse ich schliesslich in folgenden Siéitzen zu- 
sammen: Als stark giftig wirkende Bestandtheile des Tabak- 
rauches sind zu bezeichnen: Kohlenoxyd, Schwefelwasserstoff, 
Cyanwasserstoff, die Pikolinbasen und das Nicotin». — «Der 
Gehalt des Rauches an den drei zuerst genannten Stoffen ist 
aber einerseits zu gering, andererseits von zu grosser Fliich- 
tigkeit, um bei der Beurtheilung der Wirkung des Tabakgenusses 
auf den Organismus Beriicksichtigung zu verdienen. Auch die 
Pikolinbasen sind in relativ geringer Menge im Tabakrauche 
enthalten, so dass die Giftigkeit desselben so gut wie ausschliess- 
lich seinem grossen Nicotingehalte zuzuschreiben ist.» — «Der 
Nicotingehalt des Tabakrauches wird im Wesentlichen nur von 
demjenigen des ihn erzeugenden Tabakes bedingt; doch hiingt 
die relative Nicotinmenge, welche aus einer Cigarre in den 
Rauch tibergeht, hauptsiichlich von der Grésse des nicht ver- 
rauchten Cigarrenendes ab, da der Nicotingehalt des nicht 
verrauchten Theiles einer Cigarre zu der Grosse desselben in 
umgekehrtem Verhiiltnisse steht.» — «Der durch den Ver- 
brennungsprocess zerstOrte Theil des in der Cigarre enthaltenen 
Nicotins ist relativ gering. » 

Die im Vorstehenden wortlich angefiihrten Lehrmeinungen 
R. Kisslings, welche sich in Umschreibungen in_ seiner 
«Tabakkunde» auf Seite 260 u. ff. wiederfinden, bilden zu- 
gleich eine Rechtfertigung dessen, dass sich der obcitirte Titel 
seiner Abhandlung mit dem Inhalte derselben, wenigstens in- 
soweit R. Kisslings eigene Untersuchungen in Betracht kommen, 
nicht. vollstiindig deckt, indem sich Kissling bei seinen 
Untersuchungen des Tabakrauches im Wesentlichen auf den 
Nachweis und die quantitative Bestimmung des Nicotins des 
Tabakrauches beschrinkt. 

Im Hinblick auf diese Thatsache und um dem Leser 
Gelegenheit zu geben, sich iiber den Grad der Verlisslichkeit 
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unserer dermaligen Kenntnisse tiber den Nicotingehalt des 
Tabakrauches in objectiver Weise ein selbstiindiges Urtheil 
bilden zu kénnen, wird es verstiindlich erscheinen, dass nun- 
mehr zunichst einiges tiber das von Kissling zur Bestimmung 
des Nicotins im Tabakrauch eingehaltene Verfahren mitgetheilt 
wird. Der Apparat, dessen sich R. Kissling bei seinen 
Rauchversuchen bediente, bestand aus einem lingeren Kiihl- 
rohre, welches mit einem System von fiinf Flaschen und einem 
Aspirator so verbunden war, dass das Kihlrohr das eine, der 
Aspirator das andere Ende des Systems bildete. Von den fiinf. 
Flaschen waren die erste und die dritte leer, wihrend die 
zweite mit Alkohol, die vierte mit verdiinnter Schwefelsiure 
und die fiinfte mit miissig verdiinnter Natronlauge beschickt 
waren. Der Rauchprocess wurde mittelst des Aspirators 
gefiihrt und erfolgte nicht intermittirend wie beim Gewohn- 
heitsraucher, sondern ununterbrochen, d. h. der Rauch der 
brennenden Cigarre, welche an dem einen Ende der Kiihlroéhre 
befestigt war, wurde mit Hiilfe des Aspirators continuirlich 
durch die Kuhlrdhre und das Flaschensystem gesaugt. Der 
Rauchprocess wurde so regulirt, dass eine Cigarre etwa eine 
halbe Stunde vorhielt. Es wurden im Ganzen vier Rauch- 
versuche ausgefihrt und bei den einzelnen der vier Versuche 
je 5O, 42, 182, respective 100 Cigarren angewendet, deren 
Gewicht in bei 50° getrocknetem Zustande vor dem Versuche 
ebenso bestimmt worden war, wie nachher das Gewicht der 
abgeschnittenen Spitzen und nicht verrauchten Enden (Stiimpfe) 
der Cigarren des betreffenden Versuches. Von jeder der fiir 
die Rauchversuche verwendeten Cigarrensorte war der Nicotin- 
gehalt bekannt und betrug bei den Cigarren des ersten und 
des zweiten Versuches 3,75 °/0, bei jenen des dritten Versuches 
0,295°/o und bei denen des vierten Versuches 0,199/o. 

In Bezug auf die verwendeten Cigarrensorten bemerkt 
Kissling in Fussnoten, dass siimmtliche der verwendeten 
Cigarren eigens fiir die Versuche hergestellt worden waren, und 
zwar die beim dritten und vierten Versuche verwendeten aus an 
Nicotin sehr armen und von Nicotin befreiten Tabaken, wiihrend 
er die bei den Versuchen 1 und 2 verbrauchten Cigarren 
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cals wegen «ihrer Stiirke» (Nicotingehalt?) «<unrauchbar> 
bezeichnet. 

Aus der Anzahl und dem Gesammtgewicht der fiir jeden 
Versuch verwendeten Cigarren ergibt sich das Durchschnitts- 
gewicht einer Cigarre im bei 50° getrockneten Zustande bei den 
Versuchen 1 und 2 zu 8,1 g, beim Versuche 3 zu 6,0 g und 
bei jenen des Versuches 4 zu 5,1 g. 

In Betreff der Methoden, welche bei der Untersuchung 
der in dem Kiihler und Flaschensystem condensirten, respective 
absorbirten Rauchprodukte eingehalten, und der Resultate, 
welche erzielt wurden, ergibt sich aus den Mittheilungen 
Kisslings das Folgende: Die in der fiinften Flasche  befind- 
liche Natronlauge wurde in einem passenden Apparat auf 
Schwefel- und Cyanwasserstoff in der Weise gepriift, dass 
sie mit Schwefelsiiure angesiiuert und die durch Erhitzen aus- 
getriebenen Gase durch LOsungen von Bleiacetat und Silber- 
nitrat geleitet wurden. Da beide Absorptionsfliissigkeiten stets 
vollstaéndig klar blieben, folgert R. Kissling, dass der im 
Tabakrauch befindliche Schwefel- und Cyanwasserstoff in dem 
ersten Kolben zuriickgehalten worden war. Hierzu sei gleich 
bemerkt, dass R. Kissling den Gehalt des Tabakrauches an 
Cyanwasserstoff in zwei besonderen Versuchen, die er unter 
der Bezeichnung 7a und 7b in seiner Abhandlung anfiihrt, 
nach der von Vogel und Reischauer eingehaltenen Methode 
mit je 5 Cigarren im Gesammtgewicht von je 26 g bestimmt 
hat. Der weitere Gang der Untersuchung war beim ersten 
Rauchversuch folgender: Der Inhalt des ersten Kolbens wurde 
mittelst des zum Ausspiilen des Kiihlrohres benutzten Aether- 
weingeistes in Lésung gebracht, von dieser LOsung der Aether 
grosstentheils abdestillirt und der hierbei erzielte Riickstand 
nach Zusatz von Natronlauge im Wasserdampfstrom so lange 
destillirt, bis das Uebergehende nur noch schwach alkalisch 
reagirte. Aus dem Destillate schied sich an der Oberfliche 
ein griinliches Oel ab, welches durch «wiederholte Aether- 
schichtung»> von dem _ wiisserigen Antheil des Destillates 
getrennt, nach dem Abdestilliren des Aethers | fractioni' 
destillirt und der Elementaranalyse unterworfen wurde. Die- 
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selbe ergab einen Gehalt von 83,56°/o Kohlenstoff, 10,51°/o 
Wasserstoff und, wie Kissling sagt, «etwas Stickstoff>. Bei 
der fractionirten Destillation konnte ein bestimmter Siedepunkt 
nicht beobachtet werden. Kissling kennzeichnet seine dies- 
beziiglichen Resultate mit folgenden Worten: «Wahrscheinlich 
ist es ein mit stickstoffhaltigen Basen verunreinigter Kohlen- 
wasserstoff, dessen Existenz ja iibrigens kaum weiteres Interesse 
bietet.» Der nach Abscheidung des griinlichen Oeles mittelst 
-Aetherschichtung» hinterbleibende, wiisserige Antheil des 
Destillates wurde mit Schwefelsiiure angesiiuert, bis zur Syrup- 
dicke eingedampft, unter Kiihlung mit Natronkalk und Seesand 
zu einem halbtrockenen Pulver abgerieben, dieses mittelst 
Aether ausgezogen, vom Aetherauszug der Aether abdestillirt, 
der hinterbleibende Ruckstand im Wasserstoffstrom fractionirt 
destillirt und dabei in die Fraction «bis 230°», in jene von 
230 bis 245°» und den «verharzten Riickstand» geschieden. 
Die Fraction «bis 230°» und der Riickstand waren sehr gering, 
wiihrend das Gewicht der Fraction «230 bis 245%» 5,222 ¢ 
betrug. Diese zweite Fraction wurde neuerlich im Wasserstoff- 
strom fractionirt destillirt, wobei die Hauptmenge im Gewichte 
von 4,117 g zwischen 238 bis 242 tberdestillirte. Nach den 
von Kissling ermittelten Daten verlor diese Fraction beim 
Tro¢knen tiber Schwefelsiiure 1,63°/0 von ihrem Gewichte, so 
dass also den 4,117 g der urspriinglichen 4,05 g iber Schwefel- 
siure getrockneter Substanz entsprechen. Von der Fraction 
hat Kissling den Kohlenstoff und den Wasserstoff zweimal 
bestimmt und Zahlen erhalten, welche sehr befriedigend mit 
jenen tibereinstimmen, welche die Formel des Nicotins C,,H,,N, 
verlangt. Die Bestimmung des Stickstoffs hat Kissling bei 
diesem, wie bei allen ahnlichen Produkten der anderen Ver- 
suche unterlassen. Hingegen wurde von dieser Fraction auch 
(das Platindoppelsalz quantitativ dargestellt und hierbei 87,2°/o 
jener Ausbeute erhalten, welche reines Nicotin geliefert hiitte. 
Kissling folgert daraus, dass die untersuchte Substanz, welche, 
wie gesagt, Kohlenstoff und Wasserstoff fast genau in den 
Mengen enthiilt, welche im reinen Nicotin enthalten sind, nur 
87,2°0 reines Nicotin enthielt. Aus der bei der ersten 
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Fractionirung erhaltenen ersten Fraction und aller Abfalle der 
zweiten Fractionirung wurden die Stickstoffbasen mittelst salz- 
saurem Platinchlorid quantitativ abgeschieden, der Gehalt an 
Platin bestimmt, und da der Platingehalt 34,21°/o, also mehr 
als 34,15°%/o betrug, als im Wesentlichen aus salzsaurem 
Nicotinplatinchlorid (C,,H,,N,H,Cl,PtCl,) bestehend angesehen 
und das Nicotin daraus berechnet. Thre Menge betrug nach 
dem Trocknen bei 100° 3,1429 g. Die Nicotinplatinverbindung 
der angegebenen Formel enthilt nach Kissling 34,38°/o, nach 
meiner berechnung 34,07°/0!) Platin. 

In gleicher Weise wurden aus dem bei der ersten 
Fractionirung erhaltenen, von Kissling als «unbedeutend>» be- 
zeichneten Ruickstande 1,137 g bei 100° getrocknetes «schmutzig- 
briiunliches» Platindoppelsalz dargestellt, dessen Analyse 35,07 ° | 
Platingehalt ergab. Bei der Priifung des Inhalts des zweiten 
und dritten Kélbchens und bei jenem des vierten K6élbchens 
auf den Gehalt an mit Wasserdampf fliichtigen Basen wurde 
zuniichstin ahnlicher Weise wie beim ersten Kolben vorgegangen, 
jedoch mit der Abweichung, dass beziiglich der gewonnenen 
Substanz durch Destillation und Aetherextraction allein fest- 
gestellt wurde, dass der Siedepunkt iiber 200° lag und die 
Basen durchwegs als Platinverbindung abgeschieden, gewogen 
und der Gehalt der Verbindung an Platin ermittelt wurde. 

Damit erscheint das von R. Kissling zur Bestimmung 
der basischen Bestandtheile des Tabakrauches beim ersten 
Rauchversuch eingehaltene Verfahren mit thunlichster Genauig- 
keit beschrieben und kann die Bemerkung geniigen, dass dieses 
Verfahren mit unwesentlichen Aenderungen und Kiirzungen 
auch beim zweiten, dritten und vierten Rauchversuche einge- 
halten wurde. 

Ergiinzend muss noch angefiihrt werden, dass die alka- 
lische Fliissigkeit, welche nach dem Abtreiben der _fliichtigen 
Basen mit Wasserdampf im Kochkolben hinterblieb, mit 
Schwefelsiiure tibersiittigt und neuerdings im Wasserdampfstrom 


1) Beniitzt wurden die in Erdmann ’s Lehrbuch der unorganischen 
Chemie angegebenen Atomgewichte. 
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destillirt wurde. Bei der Priifung dieses Destillates wurde 
beim zweiten Rauchversuche das Vorhandensein geringer Mengen 
von Essigsiiure und Buttersiiure, beim dritten Rauchversuche von 
Ameisensiiure, beim vierten Rauchversuche von Essigsiiure und 
Propionsiure, theils durch den Geruch, theils mit Hiilfe der 
fractionirten Destillation und der Silbersalze als wahrscheinlich 
nachgewiesen. 

Die nach dem Abtreiben der fliichtigen Séuren im Koch- 
kolben hinterbleibende, freie Schwefelsiiure enthaltende Fliissig- 
keit, wurde wieder mit Natronlauge schwach iibersiittigt, ein- 
cedampft, mit Seesand verrieben, mit Aether extrahirt und 
der nach dem Abdestilliren des Aethers hinterbleibende Riick- 
stand auf stickstoffhaltige Basen gepriift. Hierbei konnten 
beim ersten Versuch 0,959 g Platindoppelsalz mit 384,03 °/o 
Platin, beim dritten Versuche 1,250 g Platindoppelsalz mit 
39,12°/o Platingehalt, beim vierten Versuche 0,058 g Doppel- 
salz mit 34,00°/o Platin abgeschieden werden, wihrend beim 
zweiten Versuche <«<relativ bedeutende Mengen Paraffin nach- 
gewlesen wurden». 

Unter der Bezeichnung «5. Versuch» kennzeichnet 
R. Kissling das Verfahren und die Resultate, welche er bei 
der Nicotinbestimmung in 47 g vom ersten Rauchversuche 
herriihrender Cigarrenspitzen und Enden (Stumpfe) ermittelte. 
Danach wurden die tiber Schwefelsiiure getrockneten Enden 
mit alkoholischer Natronlauge und Aether extrahirt, der Aether- 
auszug mit alkoholischer Oxalsiiure gefiillt, der Niederschlag 
abfiltrirt, in wenig Wasser gelést, unter Kiihlung mit Natron- 
kalk und Seesand zu einem trockenen Pulver abgerieben und 
dieses mit Aether ausgezogen. Der nach dem Abdestilliren 
des Aethers hinterbleibende Riickstand wurde durch Fractioni- 
rung in die Fractionen «bis 238%, «von 238 bis 242° und 
den Destillationsriickstand geschieden, die zweite Fraction als 
solche gewogen (2,3682 g) und von derselben der Gehalt an 
Kohlenstoff und Wasserstoff durch Elementaranalyse bestimmt. 
Die Resultate der Elementaranalyse stimmen mit den aus der 
Nicotinformel berechneten in sehr befriedigender Weise tiberein. 
Aus der ersten Fraction und dem_ Destillationsriickstande 
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Resultate 
sowie jene, welche sich aus der als 


resultate. 


‘). 
{ubriken 


scheien 
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wurden die Stickstoffbasen resp. das Nicotin mittelst Platinchlorid 
quantitativ abgeschieden und in einem Theile der gewogenen 
Platindoppelverbindung der Platingehalt ermittelt. 


Aus der ersten Fraction wurden 0,1176 g Doppelsalz mit 


Nach 


einem 


etwas 


wurde 


335,269) Platin, aus dem Destillationsriickstande 0,6 g Doppel- 
salz mit 33,04°/o Platin erhalten. 
modificirten Verfahren 
Gehalt an Stickstoffbasen resp. Nicotin in 30 g¢ vom zweiten 
Rauchversuche herriihrender Cigarrenspitzen und Enden_ be- 
stimmt und hierbei schliesslich 4,800 g Platindoppelsalz mit 
34,50%/9 Platin erhalten. 


der 


Die vom dritten und vierten Rauchversuche herrtihrenden 


der 


Untersuchung von 


Die zweite auf Seite 244 


werden: 


vier 


Zum Verstindniss 


und des 


3 in einer Tabelle zusammengestellt. 
abgedruckte Tabelle bildet in 
gewissem Sinne eine Zusammenfassung und procentische Dar- 
stellung der aus der ersten Tabelle sich ergebenden Schluss- 
heider Tabellen muss bemerkt 


{ 


~ 
«e). 


Spitzen und Enden hat R. Kissling nicht untersucht. 
unmittelbar durch Wiigung oder durch Rechnung gefundenen 
Rauchversuche 


Die 


Versuches », 
«6. Versuch» bezeichneten 
«Cigarrenenden, die ein Raucher tibrig ge- 
lassen hatte», ergeben, hat R. Kissling auf Seite 242 und 


1. dass R. Kissling die Resultate, welche im Text als 


Versuch» 


«Versuch 1» 


angefiihrt 


sind, in beiden 


Tabellen 


in 


den 


und «Versuch 2» eingereiht sind, wiil- 
rend die im Texte als «6. Versuch» mitgetheilten Resultate in 
beiden Tabellen als «Versuch 5» mitgetheilt werden. 


2. Die Zahlen, welche in der ersten Tabelle in den mit 


in 


zweiten 


Tabelle zusammengefasst 


und 


«Stickstoffbasen» bezeichneten Rubriken angefiihrt sind, er- 
der 
procentischer Darstellung durchwegs unter der Bezeichnung 
«Nicotine. 


in 


3. Die aus den ermittelten Gewichten der Platindoppel- 


salze nach dem Verhiiltniss PtCl,H, -C,,H,,N. : C,)H,,N, berech- 
neten Stickstoffbasen resp. Nicotinmengen werden schatzungs- 
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? 
weise nach Gesichtspunkten, welche auf Seite 243 und 244 
ntwickelt sind, theils mit 100°/o, also voll, theils mit 90° 
und theils mit 80°%/o in die betreffenden Rubriken (Stickstoff- 
basenresp. Nicotin) eingesetzt oder ganz weggelassen. (Letzteres, 
wenn die Verbindung weniger als 33,7°/o betrug.) 


4. beim ersten Kauchversuche wurde die zwischen 
958—242° tibergehende Fraction nach dem Trocknen iiber 
Schwefelsaure mit dem ganzen Gewichte (4,0498 g) als Stick- 
stolfbasen (1. Tabelle) resp. als Nicotin (2. Tabelle) in Rech- 
nung gesetzt, obwohl Kissling auf Seite 236 des Textes bei 
Besprechung der Darstellung des Platindoppelsalzes aus dieser 
Fraction angibt, dass nur 87,2°/o der theoretischen Ausbeute 
erhalten wurden, und hierzu bemerkt, «dass darnach anzti- 
nehmen wire, dass die Fraction &87,2°/o an reinem Nicotin 
enthielte.» Aehnliches gilt fiir den zweiten Rauchversuch, 
wo aus der analogen Fraction von der theoretischen Menge 
nur S8,3°/o Platindoppelsalz erhalten wurden, und Aehnliches 
wohl ab von den in analoger Weise ermittelten und in die 
Tabellen eingesetzten Gewichtsmengen. 

Alle diese Umstiinde miissen einen sehr bedeutenden 
Einfluss auf die Genauigkeit der in der 2. Tabelle mitgetheilten 
Schlussresultate tiben und lassen es mehr als gerechtfertigt 
erscheinen, dass Kissling auf Seite 244 sagt, «dass den in 
Tabelle 2 zusammengestellten Zahlen eine absolute Bedeutung 
schlechterdings nicht beigelegt werden kann». In welchem 
Maasse den Schlussresultaten die absolute Genauigkeit fehlt, 
mag das folgende Beispiel beleuchten: Nach Kissling ent- 
hielten die beim ersten Rauchversuch verwendeten 406,675 g 
Cigarren 15,25 g, die 56,255 g nichtverrauchten Spitzen und 
Enden 2,832 g Nicotin, sodass also 350,42 g Cigarren und 
damit nach der Rechnung 15,250—2,832 — 12,418 g Nicotin 
verraucht wurden. (Nach Kissling 13,141 g.) Aus dem 
Rauche wurden nach Kissling 6,850 g Nicotin gewonnen. 
Diese Zahl setzt sich zusammen: 

aus 4,050 g Substanz, welche die 2. Fraction der zwei- 
len Fractionirung bildet, von welcher nach Kissling anzu- 


hehimen wire, dass sie 87.2°/o an reinem Nicotin enthielte: 
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aus 2,16 g¢ Stickstoffbasen, aus 7,622 g Platindoppelsalz 
berechnet und mit 100°/o in Rechnung gesetzt: 

aus 0,64 g Stickstoffbasen, erhalten durch Rechnung aus 
2.511 g Doppelsalz, wobei die zuniichst erhaltene Zahl (0,712 g) 
mit 90°/o in Rechnung gesetzt wurde. 

Das gibt in Summe 6,850 g. 

Auf Grund dieser Daten berechnet nun Kissling, wie 
aus der II. Tabelle, Versuch 1, ersichtlich ist, dass die Menge 
des aus dem Rauch gewonnenen Nicotins 52,02°/o0 des ver- 
rauchten oder 44,83°/o des in den Cigarren tiberhaupt ent- 
haltenen Nicotins betriagt. Bei dieser Berechnung wird die 
Gesammtmenge des verrauchten Nicotins mit 13,141 g an- 
gegeben und rechnerisch bentitzt, wiihrend nach der Tabelle II 
die Summe des Nicotins, welche aus dem Rauch gewonnen 
wurde (6,85 g), und des zerstérten Nicotins (5,582 g) 12,452 ¢ 
betriigt und sich aus der Gesammtmenge Nicotin der Cigarren 
(15,250 g) und der Menge Nicotin, welche aus den nichtver- 
rauchten Enden und Spitzen gewonnen wurde (2,832 g), die 
Menge des verrauchten Nicotins als Differenz mit 12,418 g 
ergibt. Setzt man diese letzte Zahl in Rechnung, dann betriigt 
die von Kissling im Rauch aufgefundene Menge des Nicotins 
nicht 52,02°/o, sondern 55,16%/o des verrauchten Nicotins. 

Setzt man nun aber bet Berechnung der im Rauch 
nachgewiesenen Stickstoffbasen (Nicotin) nicht die ganze Zabhl 
per 4,05 g, sondern aus dem friiher angegebenen Grunde nur 
87,2°/o derselben, also mit 3,532 g in Rechnung, so ergibt 
sich, auch wenn man alle andern bei Berechnung der Tabellen 
angewendeten Correcturen ausser Betracht liisst, dass im Rauch 
des ersten Versuches 3,532 + 2,164 + 0,641 = 6,337 g Nicotin, 
d. i. 51,08°/o vom verrauchten oder 41,55°/o des Gesammt- 
nicotins der beniitzten Cigarren enthalten waren. 

Aehnliche Abweichungen werden sich ergeben, wenn man 
beim zweiten Versuche die als solche gewogene Fraction der 
aus dem Rauch abgeschiedenen und als Platindoppelsalz ge- 
wogenen Stickstoffbasen nicht voll (1,068 g), sondern nur mit 
&8,5°o in Rechnung setzt. 

Endlich muss noch darauf hingewiesen werden, dass be! 
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den durch Fractionirung gewonnenen und nach ihrem Gewichte 
unmittelbar in Rechnung gesetzten Produkten die Bestimmung 
des Stickstoffs immer, bei den Platinverbindungen fast immer 
felt, und dass tiber kein einziges Produkt eine vollstindige 
Analyse aller elementaren Bestandtheile vorliegt, was umso- 
mehr die Bildung eines Urtheils tiber den Werth der analyti- 
schen Resultate erschwert, weil damit die Basis fehlt, auf 
welcher der Grad der Reinheit der analysirten Produkte in 
verliisslicher Weise beurtheilt werden kann. 

Diese aus dem Studium der Untersuchung iiber den 
Tabakrauch und der «Tabakkunde» von Dr. R. Kissling sich 
ergebenden Mingel und die meistens sehr ungiinstige Beur- 
theilung, welche die -einschliigigen Arbeiten von Le Bon, 
G. Molnar, Vohl u. A. durch Kissling erfahren, lassen allein 
schon eine neue, chemische Untersuchung des Gegenstandes 
gerechtfertigt erscheinen. Fur ein solches Unternehmen kénnen 
indessen noch andere, nicht unwichtige Griinde geltend gemacht 
werden, von welchen sich manche aus den folgenden Aus- 
fiihrungen ergeben werden. 

Nach meiner Auffassung wird die chemische Analyse des 
Tabakrauches ihren leicht erkennbaren, wichtigen Zweck erst 
dann erfillen, wenn der der chemischen Analyse zu_ unter- 
werfende Tabakrauch nach einer Methode erzeugt wird, welche 
das beim Gewohnheitsraucher tibliche Verfahren nach jeder 
Richtung mit thunlichster Sorgfalt nachahmt. Je vollstindiger 
die Nachahmung des Gewohnheitsrauchers gelingt, desto grésser 
wird der Werth der analytischen Resultate selbst dann sein, 
wenn uns zur Nachweisung und quantitativen Bestimmung der 
einzelnen Bestandtheile des Tabakrauches keine vollig einwand- 
treien, analytischen Methoden zur Verftigung stehen. Die 
analvtischen Resultate werden in letzterem Falle, wie in dhn- 
lichen Fiillen, bei entsprechend gleichmiissiger Handhabung 
des Verfahrens, zwar nicht absolut genau, aber zu einem Ver- 
gleiche untereinander und mit den Resultaten analog ausge- 
‘ihrter Versuche anderer Forscher sehr brauchbar sein und 
dadurch einen nicht geringen Werth besitzen. Dementsprechend 
muss das Versuchsrauchen vor Allem intermittirend gestaltet 
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werden, da es ja einleuchtend ist, dass bei einer brennenden 
Cigarre die Destillation der mehr oder weniger schwer fliich- 
tigen und die trockene Destillation der nicht fliichtigen Produkte 
bei einer andauernd gleichmassig vordringenden, kriftigen 
Gluthzone anders verlaufen, d. h. andere Destillationsprodukte, 
oder doch die Destillationsprodukte in einem andern Mengen- 
verhiiltnisse liefern wird, als wenn die Gluthzone abwechselnd 
fiir kurze Zeit, kriftig und rasch fortschreitend und sodann 
fiir relativ liingere Zeit in der Starke zurtickgehend und an 
der Cigarre langsam vorschreitend wird. Denn es ist doch 
wohl klar, dass beim gleichmissigen Fortschreiten einer un- 
veriindert kriiftigen Gluthzone eine geringere Anhiufung der 
Destillationsprodukte in dem nicht verrauchten Theile der 
Cigarre und deshalb eine viel geringere, neuerliche Ein- 
wirkung der fortschreitenden Gluthzone auf die in diesem 
Theile condensirten Destillationsprodukte stattfinden wird, als 
bei dem intermittirenden Rauchen, wie es jeder Raucher iibt. 
Es kann von vornherein als wahrscheinlich erachtet werden, 
dass von den schwer fliichtigen, aber leicht veranderlichen 
Destillationsprodukten des Tabakrauches, zu welchen auch das 
Nicotin gehdrt, dureh die Einwirkung der Gluthzone_ ein 
grosserer Theil zerstOrt werden wird, wenn diese Einwirkung 
sich Ofter wiederholt und sodann immer wieder bei schwacher 
Gluth linger andauert. Mit Riicksicht auf diese Bemerkungen 
wird auch die Annahme weiter verstindlich erscheinen, dass, 
wenn nicht die Art, so doch das Mengenverhiltniss der ein- 
zelnen Rauchprodukte nach dem Zeitausmaass mehr oder 
weniger verschieden sein wird, welches zum Verrauchen des- 
selben Cigarrengewichtes aufgewendet wurde. Daraufbeziigliche, 
wenn auch in dem Zusammenhange unbestimmte Verschieden- 
heiten wird jeder Raucher ebenso vermuthen, wie in bezug 
auf den Einfluss, welchen der Feuchtigkeitsgehalt der Cigarre 
auf den Verlauf des Rauchprocesses nimmt. In letzterer be- 
ziehung kann es keinem Zweifel unterliegen, dass bei grésserem 
Feuchtigkeitsgehalt der Cigarre der Rauchprocess schon des- 
halb anders verlaufen wird, weil die dem grisseren Feuchtig- 
keitsgehalt entsprechende, gréssere Menge des sich entwickeln- 
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den Wasserdampfes die leicht verinderlichen Destillations- 
produkte der Einwirkung der Gluthzone rascher entfithren wird, 
als die geringere Menge Wasserdampf bei geringerem Feuchtig- 
keitsgehalte der Cigarre. In Bezug hierauf sei die Bemerkung 
cestattet, dass auf diesen Umstand vielleicht zum Theile die 
Wahrnehmung zuriickgefihrt werden kann, dass den meisten 
Rauchern bei derselben Sorte die feuchte Cigarre stiirker er- 
<cheint als die trockene. 

Unter allen Umstanden muss, um beim Versuchsrauchen 
Resultate zu erhalten, welche zur Erklarung der Wirkungen 
des Gewohnheitsrauchens eine verliissliche Grundlage bilden 
sollen, die Cigarre in demselben Zustand der ‘Trockenheit 
angewendet werden, in welchem sie der Kaucher in der Regel 
verwendet, also nach dem Trocknen bei Zimmertemperatur, 
d. h. bei geniigend langem Ablagern in einem trockenen 
Zimmer. 

Ebenso scheint es mir wahrscheinlich, dass nicht allein 
die Tabakqualitét, sondern auch die Form der Cigarre auf 
den Verlauf des Rauchprocesses wenigstens insofern einen 
sewissen, vielleicht nicht sehr erheblichen Einfluss tiben wird, 
als der in dem nicht verrauchten Stiick der Cigarre zuriick- 
vehaltene Theil der Destillationsprodukte nicht nur von der 
Tabaksorte, sondern zum sehr erheblichen Theile auch von 
der Form dieses Cigarrenstiickes abhiingen wird. Denn dieses 
Zuriickhalten beruht auf Condensation und Absorption. Nun 
aber beweisen die tiberaus mannigfaltigen Condensations- und 
Absorptionsapparate, welche in den chemischen Laboratorien 
und in der Technik angewendet werden, allein schon, wie 
sehr bei der Construction dieser Apparate in Uebereinstimmung 
mit den Forderungen der Theorie der Einfluss der Form auf 
die Aeusserungen jener beiden Eigenschaften  beriicksichtigt 
wird. Wenn nun _ beriicksichtigt wird, dass beim Cigarren- 
rauchen der unverrauchte Theil in gewissem Sinne als Con- 
densations- und Absorptionsapparat wirkt, so wird die An- 
nahme als zuliissig erscheinen, dass der Verlauf des Rauch- 
processes, respective die Zusammensetzung des Cigarrenrauches 
auch von der Form der Cigarre beeinflusst wird und deshalb 
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bei Rauchversuchen die Form der Cigarre nach Thunlichkeit 
beriicksichtigt werden soll. 

Ich hoffe endlich aber auch keinem Widerspruch zu_be- 
gegnen, wenn ich die Ansicht ausspreche, dass meine, yon 
rein chemischen Gesichtspunkten ausgehende, neuerliche Unter- 
suchung des Tabakrauches in Beziehung auf die Qualitaét der 
Bestandtheile moOglichst vollstaéndig und in quantitativer Rich- 
tung unbedingt die hervorragend giftigen oder in grosserer 
Menge auftretenden Stoffe umfassen und ohne jede_ Vor- 
eingenommenheit durchgefihrt werden muss, um dadurch die 
Arbeit des Physiologen in wirksamer Weise vorzubereiten, 
welche dahin wird gehen miissen, den Antheil an den tempo- 
riren und chronischen Wirkungen des Tabakrauches festzu- 
stellen, welchen jeder der verschiedenen Rauchbestandtheile 
auf die Korperfunctionen des Rauchers auszuiiben vermag. 

Die Erfiillung dieser an sich dankbaren chemischen Aul- 
gabe findet leider eine sehr bedeutende Einschrankung in dem 
Fehlen einer allgemein anwendbaren Methode und in der 
grossen Unvollkommenheit der meisten, speciellen qualitativen 
und quantitativen Methoden der chemischen Analyse von Ce- 
mischen organischer Koérper. Zum nicht geringen Theile aus 
dem Grunde, um die Unzuliinglichkeit unserer diesbeziiglichen 
Hiilfsmittel zu kennzeichnen, habe ich das analytische Verfahren 
ausftihrlich besprochen, welches bei einer Untersuchung ange- 
wendet wurde, die bei ihrer 1882 erfolgten Ver6ffentlichung 
und seither zum mindesten keinerlei ungiinstige Beurtheilung 
erfahren hat. Und doch wird dieses Verfahren von R. Kissling 
selbst als unzuliinglich angesehen, wie dies aus seinen Aus- 
fiihrungen hervorgeht. Dass aber eine bessere analytische 
Methode nicht leicht zu finden ist, scheint mir schon daraus 
hervorzugehen, dass eine solche gerade auch KR. Kissling 
nicht gefunden hat, dem wir unter Anderem eine vortreffliche 
Methode zur Bestimmung des Nicotins im Tabak verdanken. 
die ich im Laufe meiner eigenen Untersuchung iiberaus ol! 
und mit stets befriedigendem Erfolge angewendet und auch 
fur die Bestimmung des Nicotins im Tabakrauch anwendbar 
gemacht habe. Um aber auch die Miingel dieses fiir den be- 
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<onderen Fall zurechtgelegten, analytischen Verfahrens in ent- 
sprechender Weise zur Beurtheilung seiner Brauchbarkeit zur 
Erscheinung zu bringen, habe ich die Rauchversuche mit sehr 
vielen Cigarrensorten angestellt und auch bei jeder Sorte die 
Versuche mehrfach unter wechselnden Versuchsbedingungen 
wiederholt. 

Ich erinnere an die grosse Zahl der von mir ausgefihrten 
Rauchversuche und der damit zusammenhiingenden Bestim- 
mungen schon jetzt, weil ich der Ansicht bin, dass bei der 
wechselnden Beschaffenheit des Ausgangsmaterials, d. i. der 
Cigarre, selbst bei der gleichen Cigarrensorte den gleichen 
Fabrikationsort vorausgesetzt, nur die aus zahlreichen Einzel- 
versuchen sich ergebenden Mittelwerthe ein einigermaassen 
verlissliches Bild tiber die Zusammensetzung des Tabakrauches 
zu geben vermogen. 





| Indem ich nunmehr zur Besprechung meiner eigenen 

| : Untersuchung tibergehe, will ich zunichst angeben, in welcher 
: Weise ich den Anforderungen zu entsprechen versucht habe, 
welchen nach meiner Auffassung die chemische Untersuchung 


ber die Zusammensetzung des Tabakrauches geniigen soll. 
Um fiir die einzelnen Versuche und Versuchsreihen ein 
: { in Bezug auf Rohmaterial und Fabrikationsweise mdglichst 
4 j constantes Ausgangsprodukt zu haben, habe ich durchwegs 
J | osterreichische Regiecigarren verwendet. Wie ich gleich be- 
y . merken will, wurden meine diesbeziiglichen Voraussetzungen 
- durch die gesammelten Erfahrungen insofern bestitigt, als die- 
: selbe Cigarrensorte desselben Verschleissortes eine ziemlich con- 
: stante Beschaffenheit zeigte, was in der Uebereinstimmung der 
u i Resultate mehrfacher quantitativer Bestimmungen seinen Aus- 
e ' druck fand. 

, 1 Die Aschenbestimmung wurde stets im Zusammenhange 
t { mit Rauchversuchen in der Weise ausgefiihrt, dass die fiir 
h ‘ den Versuch bestimmte Cigarre im lufttrockenen Zustande 
r i und sodann das unverrauchte Ende der Cigarre, nachdem es 


vollig lufttrocken geworden war, gewogen, die beim Rauch- 
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versuch entstandene Asche mdglichst ohne Verlust gesammelt 
und gleichfalls gewogen wurde. Selbstverst&ndlich machen die 
so ausgefiihrten Bestimmungen keinen Anspruch auf vollige 
Genauigkeit. Als annihernd richtig kénnen die Resultate gleich- 
wohl angesehen werden, und der angestrebte Zweck, ein 
einigermassen verliissliches Urtheil dariiber zu gewinnen, ob 
und inwieweit das bei der ganzen Untersuchung beniitzte Roh- 
material in seiner Beschaffenheit die erwiinschte Gleichmissig- 
keit besitzt, wurde, wie ich meine, und wie die in der tolgen- 
den Tabelle (Tabelle I) enthaltenen Zahlen beweisen, in be- 
friedigender Weise erreicht. 

Im Hinblick darauf, dass bei allen Versuchen die Ver- 
aschung der Cigarre zwar vom Standpunkt des Rauchers eine 
befriedigende, im Sinne der chemischen Analyse aber niemals 
eine absolut vollstiindige war, kénnen Differenzen, welche bei 
den einzelnen Cigarrensorten gegeniiber dem berechneten Mittel- 
werthe fast immer weniger als 1°/o betragen, gewiss als be- 
friedigend angesehen werden; und dies umsomehr, als auch 
aus andern Griinden eine gréssere Genauigkeit bei dem ein- 
gehaltenen Verfahren nicht erwartet werden konnte. 

Mit Riicksicht auf dieses Ergebnis und bei dem Umstande, 
dass die einzelnen der verwendeten Cigarren zu sehr ver- 
schiedenen Zeiten aus verschiedenen Verschleisslocalen bezogen 
wurden, glaube ich sagen zu konnen, dass durch die Aschen- 
bestimmungen der Beweis erbracht wurde, dass die fiir die 
Versuche verwendeten Cigarrensorten die erwinschte gleich- 
miissige Beschaffenheit andauernd besitzen, und ich kann schon 
jetzt bemerken, dass die spiiter mitzutheilenden Bestimmungen 
der Feuchtigkeit und des Nicotins diese Auffassung bestitigen. 

Um das Versuchsrauchen intermittirend zu_ gestalten, 
habe ich einen Aspirator construirt, welcher sich bei allen 
iiberaus zahlreichen Rauchversuchen vorziiglich bewiéhrt hat 
und den ich nunmehr an der Hand der nebenstehenden Zeich- 
nung beschreiben will. 

Der neue Aspirator besteht aus der zweimal tubulirten 
Glasflasche A und dem Gefiisse B. In die obere Oeffnung der 
Flasche A ist ein zweimal durchbohrter Pfropf dicht eingefiigt. 
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In die beiden Bohrungen sind, wie aus der Zeichnung ersicht- 
lich, die beiden rechtwinklig gebogenen Glasréhrchen a und b 
eingesteckt. Ich bemerke hierzu, dass der zweimal durch- 
bohrte Pfropf und 
die ROhrehen a und 
b durch einen ein- 
mal durchbohrten 
Pfropf und ein T- 
rohr ersetzt werden 
konnen. Durch das 
\Ohrchen a, resp. 
durch das diesem 

entsprechende 
Stiick des Trohres, 
kann der Aspirator 
mittelst Kautschuk- 
schlauch mit den 
Condensations-und 
Absorptionsappa- 
raten und durch 

diese mit der 7 
Rauchvorrichtung 
in Verbindung ge- z 
setzt werden, wih- 
rend das R6hrchen i —a 
b dazu dient, mit- 
telst Kautschuk- 
schlauch eine Ver- 
bindung mit dem rh 
kleinen Glasgefiiss ; 
Bherzustellen. Das oe 
kleine Glasgefiiss B { | 


















































ist jene Vorrich- 
tung, welche das 
intermittirende Rauchen bewirkt. Dieselbe besteht aus einem 
Kleinen Glascylinder, welcher beiderseits durch Pfropf dicht 
geschlossen ist. Der obere Pfropf ist zweifach durchbohrt: 


Fig. 1. 
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Tabelle I 


enthaltend die Resultate der Aschenbestimmungen 

































































































: Gewicht _ |@ewichtd. Asched. verrauchten Theils d. Cigarre 
N ame Nummer SS re re re ea he aes eee ae ee fe hea ee —- 
des ver- erhalten | in Procenten 
der der | der ganzen jurch | y.. , —— 
- - = bem direkte - ve hte ; 
Cigarrensorte Analyse SEES nneen Secienitnitn etn Wagung in Einzeln- , im Mitte] 
' | Cigarre in Grammen | Grammen (bestimmung 
Gemischte Auslinder] 1 | 4,33 3.04 0,605 199 | ae 
(Kurze Cigarren) 2 | 4,31 3,27 0,650 19,9 | -_ 
1 4.35 3,73 0,676 181 | 
Portorico 2 4,63 | 4,08 0,762 18,7 | 18.9 
3 4,16 | 3,58 0,710 19,8 | 
a. 1 5,85 | 5,33 1,002 188 | 
miiceahen 2 5,95 | 5,38 1,085 203 | oa 
(Cuba) 3 619 | 5,59 1,085 194 
sr 4 | 537 | 4,75 1,020 21,5 | 
1 | 555 | 480 0,935 19,4 
iii 2 5.53 | 5,04 0,964 19,1 | ; 
— 3 469 | 423 0.812 ig2 | 12 
4 5.81 | 533 | 1011 19.0 
ere 1 521 | 3,57 0,742 20,8 
evanna, | 2 516 | 361 0,717 19,9 19,8 
(Havanna) | 5.14 3,24 0,602 18.6 
1 | 6051 6,02 1,259 20,9 
——— on 6,01 5,23 1,032 19,7 : 
3 6.03 5.47 1.049 192 20,4 
4 5,88 | 5,35 1,165 21,8 
soviet | es 
1 494 | 4,47 1,030 23,0 
Trabuco 2 476 | 44d 0,915 20,7 22 1 
3 458 | 3,94 0,890 22.6 
ae: se ee 
1 5,57 5,01 1,063 21,2 
on 2 5,64 4.84 1,037 21,4 191 
. 3 625 | 4,27 (0,712 16,7 = 
4 | 6,75 £37 0,752 17,2 
ee! See 
1 436 | 225 0,382 17,0 | 
Brasil- 2 | 563 2.83 0,542 19,1 18.9 
Virginier 8 | 429 | 244 0,492 20,4 
4 4.91 1,56 0,297 19,1 
1 | 568 | 3,24 0,492 15,2 
Virginier 2 | 478 | 2,53 0,425 16,8 164 
3B | 5Bd | 275 0,462 16,8 ? 
4 D,¢ 5 * : 0,462 ),§ 
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durch die eine Bohrung ist mittelst des Réhrchens b, wie 
in der Zeichnung ersichtlich ist, die Verbindung mit der 
oberen Oeffnung des Aspirators hergestellt, sodass die Luft 
aus dem Gefasse B eventuell in die Aspiratorflasche A ent- 
weichen, resp. aus dieser in das Gefiiss B gesaugt werden 
kann. Durch die zweite Bohrung ist das Innere des Ge- 
fiisses B mittelst der Glas- und Kautschukréhrchen mit der 
unteren, seitlichen Oeffnung der Aspiratorflasche verbunden, 
<9 dass das Wasser des Aspirators zunichst stets in das Ge- 
(iiss B abfliessen muss. An dem Kautschukréhrechen der Ver- 
hindung c sind die beiden Schraubenquetschhaéhne d und di 
angebracht. d ist ein gewohnlicher Quetschhahn, durch welchen 
der Wasserabfluss von A nach B hergestellt oder vollstindig 
unterbrochen werden kann. Der Quetschhahn di _ hingegen 
kann nur mittelst eines passenden Schliissels eingestellt werden 
und dient dazu, den Wasserabfluss fiir eine Versuchsreihe in 
bestimmter Weise zu reguliren und gleichmissig zu erhalten. 
Ich bemerke hierzu, dass ich diesen zweiten Hahn bei dem 
grossten Theile, aber keineswegs bei allen der bisher aus- 
gefiihrten Versuche angebracht habe, und dass ich dies bei 
Mittheilung der Versuchsresultate anfiihren werde. Der untere 
Pfropf des Gefiisses B ist einmal durchbohrt. In diese Bohrung 
ist das zweimal gebogene Glasrohr e eingefiigt. Die Entfernung 
der beiden Biegungen des Rohres e ist so gewahlt, dass die 
obere Biegung anniahernd im Niveau des oberen Pfropfes des 
Glasgefisses B liegt. Das Rohrchen e hat beiléufig den Durch- 
messer eines Bleistiftes. Die Wirkung der ganzen Vorrichtung 
ist nun leicht verstindlich. Fliesst aus der Flasche A Wasser 
ab nach B, so wird die Luft aus dem Gefisse B in die 
Flasche A iibertreten, und es wird ein Ansaugen durch die 
hOhrchenverbindung a zuniichst nicht stattfinden. Gleichzeitig 
liillt sich nicht allein das Gefass B, sondern auch der aufwiirts 
gerichtete Theil des Réhrchens e mit Wasser. Ist das Gefiiss 
B ganz mit Wasser gefiillt, dann fiillt sich auch der langere 
Schenkel des Réhrchens e, dieses wirkt nun als Winkelheber, 
(as Wasser fliesst aus B nach C sehr rasch und jedenfalls 
viel schneller ab, als Wasser aus der Flasche A nach B nach- 
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fliesst. In Folge dessen macht der Aspirator durch die Ver- 
bindungen b und a seine saugende Wirkung nunmehr geltend. 
Das Saugen wihrt so lange, bis der Winkelheber das Gefiiss B 
vollig entleert hat, worauf das friihere Spiel von Neuem be- 
ginnt, d. h. die saugende Wirkung des Aspirators macht sich 
erst wieder geltend, bis B sich aus A mit Wasser neuerlich 
vollstiindig gefiillt hat, und es findet somit ein intermittirendes 
Ansaugen, also im gegebenen Falle ein intermittirendes 
Rauchen statt. 

Es bedarf wohl keiner weiteren Ausfiihrungen, um es 
verstiindlich erscheinen zu lassen, dass man durch entsprechende 
Stellung des Hahnes di, durch entsprechende Dimensionirung 
des Gefiisses B, welches bei den von mir bisher beniitzten 
Apparaten eine Capacitiit von 25 bis 45 ccm. besitzt und theil- 
weise auch durch das entsprechend weit gewihlte Heberrohr e 
die Aufeinanderfolge der einzelnen Saugwirkungen des Appa- 
rates innerhalb ziemlich weiter Grenzen reguliren kann. Hierzu 
bietet aber auch noch das Heberrohr e insofern Gelegenheit, 
als man durch Hineinschieben des nach aufwirts gebogenen 
in dem unteren Pfropf des Gefisses B befestigten Endes des 
Heberrohres e in das Innere von B, den wirksamen Raum 
des Gefiisses B und damit wieder, bei unveriinderter Stellung 
des Hahnes di, die zwischen zwei Saugwirkungen verlaufende 
Zeit innerhalb gewisser Grenzen reguliren kann. Alle diese 
Umstiinde sichern dem Apparate, wenn ich so sagen dart. 
jenes Anpassungsvermégen, welches nach meinen Erfahrungen 
die verschiedenen Sorten der von mir beniitzten Cigarren bis 
zu einem gewissen Grade verlangen, wenn man darauf aus- 
geht, die einmal entziindete Cigarre bis zum Ende des Ver- 
suches bei intermittirendem Rauchen ohne Unterbrechung in 
Brand zu erhalten. Ich erwihne, dass nach meinen Beobachtungen 
beispielsweise bei der 6sterreichischen Virginiercigarre die Zeit 
zwischen zwei unmittelbar aufeinander folgenden Saugewirkungen 
kaum mehr als ein Drittel jener betragen darf, die diesbeziiglich 
bei einer Trabucocigarre von mittlerer Giite zulissig ist. 

Schliesslich will ich beziiglich des neuen Aspirators noch 
bemerken, dass manchmal durch Tropfenbildung im liangeren 
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e : Schenkel des Heberrohres e die saugende Wirkung des Ap- 
1, ; parates, wenn auch abgeschwacht, fortdauert, worauf dann 
B ; kurzes, kraftiges Saugen eintritt u.s.w., d.h. der Apparat 
e functionirt unter Umstanden unregelmiissig. Wenn das Heber- 
h rohr einen nicht zu kleinen Durchmesser besitzt und der Hahn di 
h in passender Weise eingestellt ist, kann man diese Unregel- 
vs |  miissigkeit schon dadurch beseitigen, dass man das Gefiss B 
28 und mit diesem das Heberrohr e aus der verticalen in eine 
: leicht zu ermittelnde, passend schwach geneigte Lage bringt 
eS und darin wiéhrend des Versuches dauernd festhilt. Unter 
le Bentitzung dieses Kunstgriffes hat der Apparat bei mehrhundert- 
1g | facher Verwendung stets tadellos functionirt. ° 
oh Um einer anderen jener Anforderungen, welche nach 
il- meinem Dafiirhalten an das Versuchsrauchen gestellt werden 
e miissen, entsprechen zu kénnen, habe ich mein K6nnen als 
a- | Raucher in dem Sinne verwerthet, dass ich beim eigenen 
Au | Rauchen beiliufig die Zeit ermittelte, welche beim miissigen 
it, *  Rauchen zum ununterbrochenen Verrauchen einer Cigarre der 
a betreffenden Sorte im Mittel erforderlich ist. Auf Grund der 
es so ermittelten Werthe habe ich beim Versuchsrauchen mit 
im ' dem neuen Aspirator die Geschwindigkeit des Rauchens ent- 
ng | sprechend regulirt. 
de Was aber die Beriicksichtigung der Feuchtigkeit der fiir 
se | die Versuche verwendeten Cigarren anbelangt, so bin ich nach 
rl, | mehrfachen Experimenten dazu gekommen, dass es zweck- 
en | miissig ist, die Cigarre erst nach mindestens 6 tiagigem Lagern 
ais ' an einem staubfreien Orte in einem trockenen, gutventilirten 
Is- ' Zimmer zu verwenden. Um mich der Zulissigkeit dieses Vor- 
pr | ganges zu versichern, habe ich bei siémmtlichen in Verwendung 
in ' gezogenen Cigarrensorten nach mindestens 6tiigigem Ablagern 
en die Bestimmung der Feuchtigkeit mehrfach ausgefiihrt. Dabei 
elt bin ich, mich an einen Vorschlag Kissling’s anlehnend 
en | (Zeitschr. f. analyt. Chem., 21. Jahrg., 1882, S. 75—77), aus 
ich den dort angegebenen Griinden vorgegangen und habe die luft- 
|  trockene, gewogene Cigarre bei 50—60° bis zur anniihernden 
ch _  Gewichtsconstanz getrocknet. Die hierbei ermittelten Werthe 


sind in der folgenden Tabelle enthalten. 
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Mittlerer Wassergehalt aller 10 Cigarrensorten demnach 7.4‘” 


a Name Bezeichnung | Gewicht der Wassergehalt 
= . | luft- ge- in 
= tl - | trockenen | trockneten | Procenten 
& Cigarrensorte | Analyse §=§=——--——-— Ps ani 
= | Cigarren in g | Einzelbest. | Mitte! 
| | 
| | | 
: ' I. Best. | 5,259 | 4,062 5,65 | 
urze | 5,94 
20> | 48 | 4171 623 ie 
. 1. Best. | 4,082 3,811 6,65 | 
2 Portorico " | 3 Bag atein » 09 6.84 
Kuba-Portorico] 1. Best. | 6.680 | 6.133 8.50 | 
(Verschleissbezirk big . a me : 7.98 
Neutitschein ) 2, » } 4 100 6,573 (42 
3 ip . j esccnneuaieagealaniiipaniiainen | —_ esis hassiedaniectianitlindd aciemeemmneemeat | 
Kuba-Portorico . Best. 7,200 | 6,665 7.43 
Verschleissbezirk a y 7; 
| Brin) 2 > | 7,182 | 6,673 7,08 - 
| 1. Best. | 5634 | 5,219 | 7,36 
4 ; 5.96 
f | Operas o , | 5,047 4716 656 6,96 
. | Panetelas 1. Best. 5,218 4,855 6,96 _ 
: (Havanna) | 2. , 5484 5122 | 660 | ” 
7 | 
a 1. Best. | 6,383 | 5,966 | 6,53 | 
6 | Britannica | . 6,34 
| 2. >» 6,823 6.403 | 615 | 
| 
st suas 1. Best. | 4,992 | 4,632 | 7,20 1S 
rapucc we 
ral e Te, 5285 | 4,923 | 6,85 
= fo | ae aK 
dl tial 1. Best. | 6,433 5,972 | 7,16 | 7 
2Falltas 4.10 
Ti, 2 > | 4861 | 4,513 | 716 
—|— canine be ee —|——— —|— 
, " Lvireiniert © Best | 4562 4239 | 707 | 4 
») |brasil-Virginier | Vee 
| “ 2. Best. | 5,514 5143 | 6,73 
ase: 1. Best. | 5,013 | 4713 | 5,99 
10 | ~‘Virginier ze 5 180 5.93 P ia i 5,67 
| fee » 0, 9 e | oy: | 
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Vergleicht man die nach dem gekennzeichneten Verfahren 
festgestellten Feuchtigkeitsgehalte der verschiedenen Cigarren- 
corten, so scheint mir aus denselben noch bestimmter als bei 
den Aschenbestimmungen die Ansicht Bestiitigung zu finden, 
dass bei allen fiir die Rauchversuche beniitzten Sorten der 
jsterreichischen Regiecigarren die Cigarren derselben Sorte 
in ausreichendem Maasse die erwiinschte gleichmiissige Be- 
schaffenheit besitzen, dass hingegen der Feuchtigkeitsgehalt 
verschiedener Sorten und damit wohl auch deren Hygrosko- 
picitét recht verschieden sein kann. 

Den vermutheten Einfluss der Form der Cigarre auf den 
Verlauf des Rauchprocesses hoffte ich schon durch Beniitzung 
jsterreichischer Regiecigarren zu ermitteln, weil durch diese 
ziemlich extreme Cigarrenformen repriisentirt sind, wie ein 
Blick auf die nebenstehenden Abbildungen lehrt. Eine erliiu- 
ternde Bemerkung verlangen wohl nur die als Brasil-Virginier- 
und Virginier-Cigarren bezeichneten Sorten, deren Eigenthiim- 
lichkeit bekanntlich darin besteht, dass jede Cigarre dieser 
beiden Sorten ein aus einem kurzen Stiick dicken Strohhalmes 
bestehendes Mundstiick besitzt, wiihrend durch die ganze Liinge 
der Cigarre, gewissermassen deren Achse bildend, ein diinner 
Strohhalm angebracht ist, dessen Enden aus der Cigarre etwas 
herausragen, und der vor dem Anbrennen der Cigarre heraus- 
gezogen wird, so dass durch das Herausziehen des Strohhalms 
ein capillarer Luftkanal in der Cigarre entsteht. 

Nun verkenne ich keineswegs, dass ich durch die blosse 
Wahl der Gsterreichischen Regiecigarren den angestrebten 
Zweck, eine Grundlage fiir die Beurtheilung des Einflusses der 
Cigarrenform auf den Verlauf des Rauchprocesses zu gewinnen, 
nur sehr unvollkommen erreichen konnte, weil den verschie- 
denen Cigarrenformen nicht selten auch sehr verschiedene 
Tabaksorten entsprechen, und es unter diesen Umstiinden 
schwierig ist, zu ermitteln, welchen Antheil die Form und 
welchen Antheil die Tabaksorte an dem Verlaufe des Rauch- 
processes hat. 

Diese Schwierigkeit kénnte durch Herstellung der ver- 
schiedenen Cigarrenfurmen aus ein und derselben Tabaksorte 
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leicht behoben werden. So nahe dieser Gedanke liegt, so habe 
ich doch, wenigstens vorléufig, auf die Verwirklichung des- 
selben aus Griinden verzichtet, die sich der Erérterung ent- 
ziehen. Ich konnte dies auch mit Riicksicht auf die denn doch 
ziemlich deutlichen Resultate, welche ich erhalten habe und die 
ich an entsprechender Stelle anfiihren und interpretiren werde. 


Muss all das bisher Angefiihrte in gewissem Sinne als 
Vorbereitung der eigentlichen Untersuchung angefihrt werden, 
so will ich nunmehr diese selbst besprechen und mit der Be- 
sprechung der Bestimmung des Nicotingehaltes der  Oster- 
reichischen Regiecigarren beginnen. 


Nicotingehalt der dsterreichischen Regiecigarren. 


Im Sinne von friiher gemachten Bemerkungen deckt sich 
der Titel dieses Abschnittes mit seinem Inhalte nur insofern, 
als sich die meisten der folgenden Resultate auf Cigarren des 
Briinner Verschleissbezirkes und nur bei einer Sorte auch auf 
einen anderen Verschleissbezirk beziehen, ein Umstand, dessen 
Bedeutung, wie aus dieser einen Abweichung hervorgehen 
wird, entsprechende Wiirdigung verdient. 

Die Nicotinbestimmung wurde mit einigen, nicht seh 
wesentlichen Abweichungen nach der Vorschrift von Kissling 
(Zeitschr. f. analyt. Chem., 1882, 21. Jahrg., 5. 64) ausgefiihrt. 
Als Indicator wurde mit viel Vortheil anstatt der von Kiss- 
ling angewendeten Rosolséiure Methylorange beniitzt. Der 
Farbenumschlag erfolgt bei diesem Indicator schneller als be! 
der Rosolsiiure und ist auch bei Auerlicht sehr gut wahr- 
nehmbar, so dass Titrationen ohne Anstand auch bei kiinst- 
licher Beleuchtung ausgefiihrt werden kénnen. Dabei ist es 
jedoch nothwendig, mit dem Zusatze von Indicatorlosung spal- 
sam zu sein und anniihernd fiir die gleichen Mengen von 2! 
litrirender Fliissigkeit die gleiche Menge Indicatorlosung 2 
verwenden. Bei nachstehenden und allen folgenden Nicotin- 
bestimmungen wurden fiir je 100 cem. des nicotinhaltige! 
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Destillates 5 Tropfen einer miissig verdiinnten Lésung von 
Methylorange angewendet und diese Menge bei sehr triiben 
Destillaten auf 6 bis 7 Tropfen erhdht. Fir die Extraction 
der grobgeschnittenen, mit alkoholischer Natronlage priiparirten 
Cigarren mit Aether wurde mit vielem Vortheil der Soxhlet- 
-che Extractionsapparat angewendet. Bei der Destillation des 
nach dem Abdestilliren des Aethers hinterbleibenden, mit 50 ccm. 
sanz verdiinnter Natronlauge ver- 

diinnten Extractes, wurde der durch 

nebenstehende Zeichnung versinn- 6 eC 
bildete Destillationsaufsatz verwen- b 

det, nachdem ich mit verschiedenen 

Aufsitzen anderer Construction bei 

der nach der Vorschrift Kissling’s d 

im Wasserdampfstrom sehr rasch 

zu fiihrenden Destillation recht un- Qa 

angenehme Erfahrungen gemacht Fig. 2. 

habe. Der nach der Zeichnung leicht verstaéndliche und leicht 
herzustellende Apparat wird aus einem Glasrohr von ca. 12 mm. 
lichter Weite hergestellt, welches bei @ vor der Glasbliiser- 
lampe zweckmiissig auf 7—8 mm. verengt wird, wahrend die 
Verengung bei ¢ eine erheblich stirkere sein kann.!) Die 
Cigarren wurden stets im lufttrockenen Zustande verwendet 
und die Ueberfiihrung in diesen Zustand in der friiher ange- 
gebenen Weise bewirkt. Die erzielten Resultate sind in der 
Tabelle HI enthalten. 

Die Resultate haben an sich wohl nur fiir den dster- 
reichischen Cigarrenraucher Interesse, bediirfen aber auch fiir 
diesen keiner besonderen Erliiuterung. Grdsseres Interesse, 
Wenigstens in Riicksicht auf die Ziele meiner Untersuchung, 


1) Einen durchaus &hniichen Destilliraufsatz hat H. Mehring in 
der Zeitschrift fiir analyt. Chemie, Jahrg. 39, S. 162, beschrieben. Beim 
Erscheinen der darauf beziiglichen Mittheilung hatte ich den von mir 
angelertigten Destilliraufsatz schon durch Monate beniitzt und den seine 
Beschreibung enthaltenden Theil meines Manuscriptes fertiggestellt, so 
dass ich kein Unrecht zu begehen glaube, dass ich den Apparat trotz 
ener Publication beschreibe. 
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Zahl der | Gesammt- 


Nicotingehalt Mittlerer 








Name Nummer _ | gewicht ‘bezogen auf lufttrockene) Nj cotin. 
der der | , nee Cigarren gehalt 
deten ae Sf atecee — 
Cigarrensorte | Analyse | ,. Bie in in a 
"| Cigarren | Cigarren | Grammen | Procenten | Procenten 
a 1 4 21,29 0.3805 1.84 
Gemischte Aus- 2) 4 19,77 0.3884 2.08 
linder Cigarren ‘ i ee 1.88 
ee 3 + 19,72 0.3616 1,94 ; 
4 4 1847 OB114 | 1,67 
! 5 | 19,54 02739 | 1,40 
Portorico . os 1,41 
2 a | 20,07 0.2860 1,42 
Cuba-Portorico I 3 20,04 0.4749 2.37 
(Verschleissbe; c ‘ - — " ; 2 dU) 
a 3 | 21,30 0.5586 | 2.62 
Kuba-Portorico 3&9 | 17,63 02849 | 1,62 15 
(Verschleissbezirk Brimn)} 2 3. | 17,60 | 0,2474 1,40 “ 
= = ca Ser Se 
OR ve 18,81 0.2672 1,43 1 
ras i ri | Oo oe .t 
Operas 2 if | 1881 | 0.2685 1,43 e 
Panetelas I | 4 | 21,67 0.3481 1,61 181 
(Havanna) 2 | 4 | 2194 | 0.4399 2.01 ‘ 
eee 1 \, | 18,79 | 0.2456 1,31 199 
Britannica 2 f° | 1826 | 0.2321 127 | 7 
1 3B | 149% | 01956 1,31 
Trabuco 2 4 | 21,01 0.3737 1.78 1.61 
3 4 | 20,40 0.3562 1,74 
a: 19,17 0.5451 2,84 
Regalitas ( . , 2 4) 
a 2 J | 20,20 0,5991 2.97 
1 5 | 21,70 0.3157 1,45 14 
a : panne bi 
Brasil-Viginier | 9 | 5 | 23,34 | 03468 1,49 
1 4 | 22,42 0.9560 4,26 
Virginier 2 4 20,77 0,7907 3,81 oe 
3 4 22,77 0.8905 3.91 
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erlangen dieselben schon, wenn man sie im Zusammenhange 
mit den Ergebnissen der Untersuchung tiber den Aschen- und 
Feuchtigkeitsgehall, welche in den Tabellen I und II nieder- 
velegt sind, priift. Um eine solche Priifung zu erleichtern, 
habe ich die mittleren Procentgehalte der Cigarren an Asche, 
Feuchtigkeit und Nicotin in der Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle IV, 


enthaltend die procentischen Mittelwerthe fiir Asche, Feuchtig- 
keit und Nicotin der Osterreichischen Regiecigarren. 














Name der Cigarrensorte Asche Feuchtickeit Nicotin 
RSC ck sk 8 aS Se OO a 19.9 | 5.94 | 1.88 
Portorico. se ee ee ee || 189 | OETA 
Cuba-Portomiee «64 «6 % 20,0 | 4,00 | 1,40 
(OTRS « « 8 ee we ea 19.2 6.96 | 1.43 

| 
Panetelas (Havanna)..... | 19.8 | 6.80 | LS] 
Britannica... ee ee ee) 204 6,34 1,29 
T70OO 2 6 4 ew Se 4S He 22.1 7.03 | 1.61 
Reseriee 5. a. « « «dae G | 19.1 7.16 2.90) 
Brasil-Virginier . . . 2. ee | 18.9 6.90 | 1,47 
Virguier « « «+ « «=o 4] 16.4 d.6+4 3.99 


Kin Vergleich der Daten dieser Tabelle lehrt nun, dass 
vier der untersuchten Cigarrensorten procentisch den gleichen 
Nicotingehalt besitzen, und dass dieselben vier Cigarrensorten 
auch eine sehr weitgehende Uebereinstimmung im Feuchtigkeits- 
gehalt und im Hinblick auf die unvollkommene Methode der 
Asclhenbestimmung immerhin eine bemerkenswerthe Ueberein- 
‘limmung in den Aschengelialten zeigen. Es kénnte darum, 
wie ich meine, mit einiger Berechtigung gefolgert werden, 
dass vier Cigarrensorten, welche in den Tabellen als «Porto- 
reo. «Cuba-Portorico» (Briinn), «Operas» und «Brasil-Virginier 
angeliihrt sind, aus derselben Tabaksorte oder derselben Tabak- 
Mischung erzeugt werden. Untereinander eine jihnliche Ueber- 
filsiimmung zeigen wieder die als «Kurze» und «Havanna> 


oppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII, 6 
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bezeichneten Sorten, auf welche demgemiss auch die eben 
gemachte Folgerung sinngemiéss Anwendung finden kann. Da 
nun in diesen Sorten fast alle Formen der Osterreichischen 
Regiecigarren vertreten sind, so scheint auf diesem Wege eine 
brauchbare Grundlage gewonnen, um von ihr aus spiiter die 
Grosse des Einflusses der Cigarrenform auf den Verlauf des 
Rauchprocesses beurtheilen zu konnen. 


Rauchversuche. 


Was die Ausfiihrung der Rauchversuche selbst anbelangt, 
so muss ich zunachst bemerken, dass ich bis jetzt ausschliess- 
lich die friiher genannten Cigarrensorten verwendet habe und 
bei Ausfiihrung der Versuche folgendermassen vorgegangen 
bin: die einzelnen Cigarren kamen ohne Auswahl zur Ver- 
wendung, nachdem sie in der friiher gekennzeichneten Weise 
lufttrocken gemacht worden waren. Unmittelbar vor der Ver- 
wendung wurde die Cigarre bis auf 4/10 g genau gewogen, 
die Spitze mit stets mdglichst gleichmassiger Schnittflaiche ab- 
geschnitlen und auch deren Gewicht mit der angegebenen 
Genauigkeit bestimmt. Die Menge des verrauchten Theiles 
der Cigarre war bei den verschiedenen Versuchsreihen, von 
welchen jede alle friiher genannten Cigarrensorten umfasste, 
nach Bedarf erheblich verschieden, so zwar, dass bei einzelnen 
Reihen, welche hauptsiichlich der Bestimmung des Nicotins 
im Cigarrenrauche dienen sollten, mehr als 3/4, bei andern 
hingegen kaum mehr als die Hialfte vom Gewichte der Cigarre 
verraucht wurde. Am Ende eines jeden Rauchversuches wurde 
der unverrauchte Theil der Cigarre (Cigarrenstumpf) in eine 
Eprouvette eingeschlossen, nach dem Erlischen der Glut 
mittelst eines Haarpinsels von den anhingenden Theilen der 
Asche sorgfiiltig befreit und in einem trockenen, gut venti- 
lirten Zimmer, vor Staub geschiitzt, etwa drei Tage liegen 
gelassen, sodann bis auf '/100 g genau gewogen, nach weiterem 
24stiindigen Liegen neuerdings gewogen, und das Wagen s0 
oft wiederholt, bis bei zwei aufeinanderfolgenden Wagunget 
sich Gewichtsconstanz zeigte. In den meisten Fallen war dies 
nach 5 bis 6tigigem Lagern der Stumpfe der Fall. Aus dem 
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Gewichte der Cigarre, der Spitze und des Stumpfes wurde 
das Gewicht des verrauchten Theiles der Cigarre berechnet, 
wobei es selbstverstiindlich erscheint, dass auch hierbei von 
einer absoluten Genauigkeit keine Rede sein kann, und zwar 
schon mit Riicksicht darauf, dass die aus mit Rauchtheer 
durchtrinkter und theilweise aus verkohlter Substanz bestehen- 
den Stumpfe einen ganz andern Grad von Hygroskopicitit 
zeigen miissen, als die ganzen, unverbrauchten Cigarren. 

Was nun die Auswahl und Anordnung der bei der Unter- 
suchung verwendeten Condensations- und Absorptionsgefiisse 
anbelangt, so mussten dieselben selbstverstiindlich den speciellen 
Zweck, welchem die betreffende Versuchsreihe dienen sollte, 
nach Thunlichkeit angepasst werden. Mit Riicksicht auf diesen 
Umstand werde ich die hierauf beziiglichen Einzelheiten bei 
dem betreffenden Abschnitte besprechen und mich vorliufig 
mit folgender Ausfiihrung begniigen : 

Die Verdichtung und Absorption des Tabakrauches hat 
mir, namentlich am Beginne der Untersuchung, nicht geringe 
Schwierigkeiten bereitet. Der Tabakrauch besitzt die fiir Unter- 
suchungen unangenehme Eigenschaft der Produkte der trocke- 
nen Destillation mancher organischer Substanzen, einen schwer 
verdichtbaren Nebel zu bilden, welcher durch die mannigfaltigen 
Condensations- und Absorptionsgefiisse durchgeht. Trotz der 
Anwendung geriiumiger Condensations- und Absorptionsappa- 
rate, welche zum Theil mit Glasperlen und energisch wir- 
kenden Absorptionsmitteln gefiillt waren, und deren Zahl bei 
einzelnen Versuchen bis auf 6 und selbst dariiber stieg, gelang 
es mir bis jetzt nicht, die Condensation, respective Absorption 
der Rauchbestandtheile so vollstindig zu bewirken, dass das 
Wasser des Aspirators, welches stets fiir eine gréssere An- 
zahl yon Einzelversuchen immer wieder benutzt wurde, vollig 
geruchlos geblieben wire. Dasselbe nahm vielmehr unter allen 
Umstiinden schon nach dem Verrauchen einiger Cigarren einen 
leicht wahrnehmbaren, im Anfange nicht gerade unangenehmen 
Geruch an, welcher, bei Weiterbenutzung desselben Wassers 
liir eine grdssere Anzahl von Rauchversuchen, allmiihlich 
immer stirker und sodann unangenehm wurde, wobei das 
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Wasser eine briiunlich gelbe Farbe annahm und schwach 
opalisirend wurde. 

Vielleicht bedingen die in das Wasser des Aspirators 
iibergehenden, an und fiir sich tibelriechenden Stoffe in starker 
Verdiinnung in iihnlicher Weise den Wohlgeruch des Tabak- 
rauches, wie viele in  concentrirtem Zustande unangenehm 
riechende Essenzen bei starker Verdiinnung Wohlgeruch ver- 
breiten. Die Menge dieser im Tabakrauch enthaltenen, eigent- 
lichen Riechstoffe ist indessen nach allen meinen Beobachtungen 
sehr gering, und es gelang mir nicht, sie in solcher Menge aus 
dem Aspiratorwasser zu erhalten, um sie chemisch charakteri- 
siren zu kOnnen, trotzdem z. B. bei einem darauf beziiglichen 
Versuche 700 g Cigarren mit demselben Aspiratorwasser ver- 
raucht worden waren. Indessen glaube ich jedoch soviel sagen 
zu konnen, dass ihre Anwesenheit im nicht condensirbaren 
Theil des Rauches, ob ihrer Geringfiigigkeit, die Resultate der 
Gasanalyse in keiner erkennbaren Weise zu_ beeinflussen 
vermag. 

seziiglich der Verdichtung der condensirbaren Bestand- 
theile des Tabakrauches will ich im Allgemeinen noch bemerken, 
dass ich nach mehreren, darauf beziiglichen, zeitraubenden 
und umstindlichen, jedoch unbefriedigenden Versuchen schliess- 
lich bei einem Verfahren stehen geblieben bin, welches im 
Wesentlichen auf den Beobachtungen basirt, dass der Tabak- 
rauch die Tendenz hat, sich am Boden der Condensations- 
gefiisse anzusammeln, um sich sodann, wenn das Zustromen 
des Rauches zeitweise aufhort, ziemlich rasch und zum grosseren 
Theile zu verdichten, und dass wir in der entfetteten baum- 
wolle ein ganz ausgezeichnetes Mittel besitzen, den Rauchtheer. 
also die condensirbaren Theile des Tabakrauches, hinliinglich 
vollstiindig zuriickzuhalten. 

Die nebenstehende Figur (Fig. 3) zeigt die Einrichtung., 
welche ich dem ersten, der bei den Rauchversuchen verwen- 
deten Condensationsgefiisse sechliesslich gegeben habe, woz 
ich bemerke, dass ich als erstes dasjenige Condensationsgelis 
bezeichne, an welchem die zu verrauchende Cigarre unmittel- 
bar angebracht wurde, und welches also das dem <Aspirator 
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entgegengesetzte Ende des ganzen Rauchapparates bildete. 
Der Erlenmeyerkolben A hat je nach Bedarf eine Capacitiit 
yon }.4 bis 4/2 Liter und ist mittelst des zweimal durchbohrten 
Piropfes B verschlossen, wahrend der Boden des Kolbens mit 
entfetteter Baumwolle in etwa 2 em. hoher Schichte bedeckt 
ist. In der einen, weiteren Bohrung des Propfes B steckt das 
beiderseits offene Glasrohr C, dessen lichter Durechmesser an- 
niihernd ebenso gross ist, wie das weitere Ende einer gewohn- 
lichen Cigarrenspitze, so dass also 

wie bei dieser die Cigarre an das 

jiussere Ende des Glasrohres, und | 
ohne ihr Deckblatt zu verletzen, \ 
angefiigt werden kann. Das obere, 








freie, fiir die Aufnahme der Cigarre C- : 
bestimmte Rohrende C ragt einige =| 
Centimeter tiber den Pfropf B heraus, 4 
wiihrend das untere Ende so weit oe 
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in den Kolben hineinreicht, dass 
dieses Ende die am boden des 
Kolbens angebrachte baumwoll- / 
schichte gut bertihrt. Vom ausser- 

sten, unteren Ende bis fast zum / 
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Kohr C mit entfetteter Baumwolle 
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geliillt. In der zweiten engeren 

Bohrung des Propfens B steckt das sat 


Verjiingte und, wie aus der Zeichnung ersichtlich, zweimal 
gebogene Rohr D, welches in seinem nicht verjiingten Theile 
einen lichten Durehmesser von ca. 18 mm. und eine im All- 
gemeinen den Anforderungen des Versuches angepasste, 75 cm. 
hiemals tiberschreitende Liinge hat. Diese erliuternden Be- 
merkungen werden zum Versténdniss der in Figur 3 darge- 
stellen Einrichtung geniigen, und es kann an dieselbe die 
Besprechung der einzelnen Versuchsreihen unmittelbar an- 
geschlossen werden. 
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Priifung des Cigarrenrauches auf Schwefelwas ser- 
stoff, Cyanwasserstoff und Kohlenoxyd. 

Die chemische Priifung des Cigarrenrauches auf die im 
Titel des Abschnittes genannten Verbindungen wurde von mir 
bisher stets nur qualitativ durchgefiihrt, jedoch immer mit im 
lufttrockenen Zustande gewogenen Cigarren. Die qualitative 
Priifung auf Schwefelwasserstoff, Kohlenoxyd und Fettséuren 
schien mir durchaus nothwendig, trotzdem mehrere darauf 
beziigliche Untersuchungen anderer Autoren vorliegen. Denn 
einerseits sind diese Untersuchungen nach der mir zugiing- 
lichen Litteratur nicht sehr zahlreich und erstrecken sich nur 
auf einige wenige Versuche, welche untereinander kaum einen 
Vergleich zulassen. Und andererseits erscheint mir das Vorhan- 
densein dieser Stoffe im Cigarrenrauch, «trotzdem der Tabak 
Sulfate, organische Stickstoffverbindungen und Alkalien in 
grosser Menge enthiilt», nicht so selbstverstiandlich wie Kissling, 
weil ich der Ansicht bin, dass die Anwesenheit der genannten 
Stoffe im Tabak allenfalls das Vorhandensein von Sulfiden 
und Cyaniden der Alkalien und alkalischen Erden in der Asche 
als wahrscheinlich erscheinen lasst, aber keineswegs das Auf- 
treten von Schwefel- und Cyanwasserstoff im Tabakrauch ge- 
geben erscheint. Bei meinen diesbeztiglichen Versuchen wurden 
von jeder Cigarrensorte in der Regel drei Stiick verraucht und der 
Rauch aller Cigarren derselben Sorte gemeinschaftlich gepriift. 
Der hierbei benutzte Apparat ist durch nebenstehende Zeich- 
nung (Fig. 4) soweit gekennzeichnet, dass er nur weniger, 
erliiuternder Bemerkungen bedarf. 

A ist das erste Condensationsgefass, dessen Ausgestaltung 
ich kurz vorher beschrieben habe und an dem die Versuchs- 
cigarre a angebracht ist. Das miassig lange Rohr D ist mit 
entfetteter Baumwolle, das Rohr E hingegen mit Bleibaumwolle!) 

| 1) Ich bezeichne mit dem Namen Bleibaumwolle ein Praparat, 
welches ich durch Triinken von entfetteter Baumwolle mit einer miissig 
concentrirten Bleizuckerlésung, Pressen zwischen Filtrirpapier, Trinken 
mit einer Lésung von Natriumcarbonat, Auswaschen mit Wasser, neuer- 
liches Pressen, Trocknen und Zerzupfen des Pressballens dargestellt 
habe. Die so hergestellte Bleibaumwolle eignet sich wegen ihrer ausser- 
ordentlich grossen Empfindlichkeit ganz vorziiglich zur Priifung von 
Gasen auf Schwefelwasserstoff. 
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sefiillt. An das Rohr E schliessen sich die beiden, mit Kali- 
lauge geftillten Absorptionskélbchen F und an diese der Aspirator. 
Bei Ausfihrung der Versuche konnte stets beobachtet werden, 
dass der durch die Rauchrohre bis auf den Boden des Kolbens 
geleitete Cigarrenrauch sich in der diesen Boden bedeckenden 
Baumwollschichte und nur sehr wenig dariiber ausbreitet, 
und dass der Nebel dieses Rauches sich bis zum _ niichsten 
Zug des intermittirend wirkenden Aspirators fast vollstiaindig 
verdichtet, so zwar, dass der mittlere und obere Theil des 
Kolbens bei guter Leitung des Versuches durch Nebel fast 
nicht mehr getriibt erscheinen, und sich die entfettete Baum- 
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Fig. 4. 





wolle des Rohres D in dem untern Theil des Rohres nur sehr 
allmihlich und nur wenig briunlichgelb fiarbt, wahrend der 
obere Theil der Baumwolle dieses Rohres beim Verrauchen 
vollig weiss bleibt. Die Bleibaumwolle des Rohres E hingegen 
farbt sich am Eintrittsorte des Rohres E fast unmittelbar nach 
dem Beginne des Versuchsrauchens, und die Rauchgase geben, 
wie das Fortschreiten der Farbung in dem Rohre E zeigt, den 
Schwefelwasserstoff rasch und vollstindig ab. Hat man auf 
die gleichmissige Fiillung des Rohres E die néthige Sorgfalt 
verwendet, so schreitet die durch den Schwefelwasserstoff 
bedingte Farbung der Bleibaumwolle bei fortdauerndem Rauchen 
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sehr allméhlich und sehr gleichmiissig von unten nach oben 
fort, und man erhilt, wenn man die Versuchsverhiltnisse 
sonst moglichst gleichartig gestaltet, in der Linge der ge- 
fiirbten Schichte der Bleibaumwolle und in der Stirke der 
Fiirbung derselben nicht ganz werthlose Anhaltspunkte zur 
Beurtheilung der Menge des Schwefelwasserstofis in dem Rauche 
der verschiedenen Cigarrensorten. Dass die mit Kalilauge 
beschickten Kélbchen F vor Allem bestimmt waren, den im 
Rauch etwa vorhandenen Cyanwasserstoff zu binden, erscheint 
ebenso selbstverstiindlich wie die Bemerkung, dass von der 
Kalilauge auch die Kohlensiiure und die anderen sauren Be- 
standtheile des Cigarrenrauches zuriickgehalten wurden. Der 
Aetzkali im reichen Ueberschuss enthaltende Inhalt der beiden 
Kolbchen F wurde nach vollendetem Rauchen in einem Por- 
zellanschilehen auf dem Wasserbad concentrirt und mittelst 
der Berlinerblaureaction auf Blausiure gepritt. 

Bevor ich nun die Resultate der qualitativen Priifung des 
Cigarrenrauches auf Schwefelwasserstoff, Blausdiure und Kohlen- 
oxyd mittheile, muss ich noch anfiihren, dass ich ftir jede 
Cigarrensorte die friiher gekennzeichnete Ordnung bei einem 
Versuche stets dahin erweiterte, dass ich zwischen das zweite, 
mit Kalilauge besehickte K6lbchen und den Aspirator noch 
ein Koélbchen, welches mit ammoniakalischer Silberlosung be- 
schickt war, einschaltete. Ammoniakalische Silberlésung_ ist 
nach der von mir vor Jahren gemachten Mittheilung (Fischer, 
Zeitschr. {. angew. Chem. Jahrg. 1892, 5. 324) ein ausge- 
zeichnetes Reagens auf Kohlenoxyd, indem schon dussers! 
geringe Mengen dieses Gases die Silberlosung  braunroth, 
irgendwie erhebliche Mengen aber unter Ausscheidung vou 
flockigem Silber fast schwarz farben. Durch die angegebene 
Versuchserweiterung konnte ich demgemiiss den Rauch aller 
Cigarrensorten mit Leichtigkeit auf das Vorhandensein von 
Kohlenoxyd_ priifen. 

Die Resultate der in der angegebenen Richtung vorge- 
nommenen, qualitativen Priifung des Cigarrenrauches kann. ich 
in folgenden Siitzen zusammenfassen : 

1. Der Rauch aller untersuchten Cigarrensorten enthiill 
Schwefelwasserstoff. Die Menge desselben ist bei den einzelnen 
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Cigarrensorten allem Anscheine nach verschieden. Die ge- 


machten Beobachtungen gestatten indessen nicht, allgemein 
zu sagen, dass die billigen Cigarrensorten viel, die theuren 
wenig Schwefelwasserstolf entwickeln. 

2. Der Rauch aller Cigarrensorten enthilt Kohlenoxyd. 

3. Bei keiner Cigarrensorte konnte ich in der Absorptions- 
liissigkeit der K6lbchen F Cyanwasserstoff nachweisen. 

Zu diesen Punkten will ich folgende Bemerkungen machen: 

ad 1. fiihre ich beispielsweise an, dass die Regalitas- 
cigarren, welche per Stiick mit 18 Heller bezahlt werden, 
heim Rauchen allem Anscheine nach ebensoviel Schwefelwasser- 
stoff entwickeln, wie die Portoricocigarren, von welchen das 
Stiick 7 Heller kostet. Mit Riicksicht darauf, dass sich unter 
den im ersten Condensationsgefiiss ansammelnden Produkten 
stets relativ reichliche Mengen von kohlensaurem Ammon 
finden, wie dies auch von Kissling constatirt wurde (Ding- 
ler’s polvt. Journ. Jahrg. 1882, Bd. 244, S. 235), scheint 
es mir weder durch meine, noch durch die von anderen 
Forschern ausgefiihrten Versuche keineswegs erwiesen, dass 
der nachgewiesene Schwefelwasserstoff als solcher und nicht 
als Schwefelammonium im Cigarrenrauch enthalten ist. Da 
der Dampf der letztgenannten Verbindung nach meinen viel- 
fachen Wahrnehmungen auf die Schleimhiiute der Mund- und 
Rachenhohie sehr stark atzend wirkt, scheint mir die Beachtung 
dieses Umstandes seitens des Physiologen geboten. 

ad 2. Der Gehalt des Rauches an Kohlenoxyd wurde 
bei allen Cigarrensorten quantitativ mit Sicherheit festgestellt 
und werden die diesbeziiglichen Resultate im Zusammenhange 
init den quantitativen Bestimmungen der andern, nicht condensir- 
haren Rauchbestandtheile im folgenden Abschnitte mitgetheilt 
werden. 

ad 3. Meine beziiglich des Cvanwasserstoffes gemachten 
Beobachtungen scheinen mir, trotzdem sie untereinander vollig 
libereinstimmen, nicht zu beweisen, dass im Rauche der unter- 
suchten Cigarren tiberhaupt kein Cyanwasserstoff enthalten 
war. Derselbe kann ebensogut im ersten Condensationsgefiiss 
zuriickgehalten, als von der Bleibaumwolle gebunden worden 
sein. Die erste Méglichkeit wird von Kissling angenommen, 
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indem er im Hinblick auf die negativen Resultate der Unter- 
suchung der zur Absorption der sauren Rauchprodukte yer- 
wendeten Natronlauge auf Seite 325 der obcitirten Abhandlung 
sagt, «dass der im Tabakrauch befindliche Cyanwasserstoff im 
ersten (leeren) Kolben zuriickgehalten wurde.» Ich kann dieser 
Anschauung Kissling’s heute ebensowenig beipflichten als 
widersprechen, weil bei einigen Untersuchungen der Conden- 
sationsprodukte des ersten Kolbens auf Cyanwasserstoff, die 
ich ausgefiihrt habe, die Berlinerblaureaction in einer keines- 
wegs unzweifelhaften Bestimmtheit erhalten werden konnte. 

Da mir jedoch das Vorhandensein von Cyanwasserstoff 
oder von Cyanammonium im Tabakrauch selbst in der kleinsten 
Menge von erheblicher Wichtigkeit zu sein scheint, gedenke 
ich den Gegenstand in eingehender Weise zu studiren. 


Bestimmung der Kohlenséure, des Sauerstoffs und 
des Kohlenoxyds im Cigarrenrauch. 


Die im vorhergehenden Abschnitte mitgetheilten Be- 
obachtungen rechtfertigen, wie ich meine, das Verfahren hinliing- 
lich, welches ich behufs der quantitativen Bestimmung der 
nicht condensirbaren Bestandtheile des Cigarrenrauches ein- 
gehalten habe und welches die direkte Bestimmung nicht allein 
des giftigen Kohlenoxyds, sondern auch des Kohlendioxyds und 
des Sauerstoffs umfasst. Beniitzt wurde der in dem _ vorher- 
gebenden Abschnitte beschriebene, dem besonderen Zweck 
angepasste Apparat. Die Abiinderung bestand einzig und allein 
darin, dass die Absorptionskélbchen F durch eine Bunte sche 
Gasbiirette und der Erlenmeyerkolben durch einen Rundkolben 
von erheblich geringerem Rauminhalte (ca. 300 cem.) ersetzt 
wurden. Alle gasometrischen Bestimmungen wurden mit der 
sunte’schen Biirette ausgefiihrt und bei der Ausfiihrung nach 
den allgemein bekannten Methoden vorgegangen. Die folgenden 
Tabellen enthalten die beziiglichen Resultate nebst Angabe des 
Gewichtes des verrauchten Theiles der Cigarre und des Volu- 
mens des bei dem betreffenden Versuche vom Aspirator ab- 
geflossenen Wassers. Die letztere Angabe gibt anniihernd (as 
Volumen des bei dem Versuch entwickelten Cigarrenrauches. 
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Tabelle V 


Menge des Aspiratorwassers und Zeit des Rauchens. 





enthaltend die Mengen der im Rauch enthaltenen nicht condensirbaren 
Bestandtheile (CO,, O,, CO) nebst dem Gewichte der verrauchten Cigarre, 
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Name “sf ls E 5 | — | oe | Gehalt des Ranches 
, Em | = | verrauchten| brauchten | in Volumprocenten an 
der #5 | ETE | Aspirator- ; 
Cigarrensorte * | Ngs | + eal ae we CO. Os CO 
1/ 30 | 3,04 2650 | 25) 129] 1,3 
en 2) 30 | 3,27 2120 | 82 12.6) 3,0 
3. 4 2,74 3750 52 156) 06 
4| 30 | 3,03 2520 | 64/ 152) 1,2 
1| 40 | 373 | 1850 | 2121 36| 45 
2) 50 1.07 1615 | 182) 46] 38 
3) 52 368 1300 | 184) 47] 49 
Portorico 4; 49 | 3,31 1305 20,5 47 | 46 
5 46 3,24 1000 | 182) 51) 55 
6| 37 342 | 1725 | 165! 94) 39 
7; 29 | 325 | 1145 | 222) 311] 7,3 
1) 52 5,33 1720 | 250| 14) 41 
2, 49 | 5,09 1440 | 204) 42) 20 
3/ 49 | 533 1500 | 209! 32) 3A 
Cie, 4 | b4 | 5,59 1680 21,2 | 2,9 | 2,9 
aad 5 | 5D 4,75 | 1550 18,0 | ,0 | 1,5 
6 §=662 5,78 =| 1350 212; 39) 58 
7) 83 643 | 1800 | 214) 38) 55 
8 | 44 534 { 1910 | 230] 15! 7,9 
9 Af 497 | 1715 | 229)} 36) 7,1 
1 54 | 481 | 1190 | 200, 34. 60 
2 50 5,04 | 1300 | 190! 50 58 
3 50 4.23 1320 | 211! 40° 6/4 
4 53 533 | 1870 | 228) 24) 62 
Operas s | as x | - oi an 
) 47 511 | 1145 20,7 | 4,7 4.8 
6 350 4,78 | 1175 | 194) 53 5,4 
7| 41 5,12 1650 | 24,7) 27) 7,0 
8 43 497 | 1900 | 245! 27) 73 
Panetelas 1 M) 3,61 1600 | 10.2 | 12.8 26 
Havanna) 2; 35 3,60 1650 | 11,2 | 10,8 3,2 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
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Name “3 525 — p Aragorn Gehalt des Rauches 
der = a | 3 sé verrauchten | brauchten in Volumprocenten an 
Sinienoneonte: Er | | too eee 
garrensorte ‘g Ng. Goatees com. CO, Os CO 
1| 6 | 602 9130 | 215 | 32] 50 
2 6D 5.23 2750 22.1 2.9 35 
3 69 5,47 1740 21,2 34 | 44 
4 i) a3) 1810 20,6 4,7 6.0 
| 5 | 62 4 SD 1385 21,9 321) 6,7 
Britannica 61 66 5,06 1175 | 198 | 531 60 
7 ‘9 5.70 2105 21.3 48} 46 
& 57 5,23 1540 20.0 a9 3,9 
q D8 5.60 2335 22.3 40 | 6.1 
1O | 53 D,10 2040 20.9 4.5 D6 
| 
| Ds 47 1410 21,1 3,9 a 
2;| — | 4,44 1800 | 20.2] 4,0) 63 
3 42 | 3,80 1160 20),4 a2 | 41 
Trabuco 4} OL | 4,37 LOR0 | 18,4 mal 9,8 
51 58 | 4,37 940 | 19,4 | 53) 5.0 
6| 45 | 481 1815 | 216] 36] 54 
7| 43 | 4.52 1850 | 21.7] 33] 49 
| | | 
1 | 43 | v.01 RDO | 22 4 21 | a8 
2! 46 | 5,09 i715 | 227| 421 54 
Regalitas 3] 48 6,07 1985 | 22.7] 41) 52 
4| 38 441 91 | 209} 49) 53 
5 | 52 5,27 13225 | 188] 62) 5 
| aT OL ae ee 
Brasil- I AD 2.83 2220) 3.0 | 17.6 ().8 
Virginier 2) 30 1.56 1550 16 | 192) 04 
Virginier 1 60 3850 4.0 18.0 2 








Tabelle VI 


enthaltend die Mengen des im Cigarrenrauche ermittelten Kohlendioxyds, 
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| Sauerstoffes und des Kohlenoxyds, nebst Zeit des Rauchens und des 
verbrauchten Aspiratorwassers, alles berechnet fiir 1 g verrauchter 
Cigarre. 
Py seen oe - 
Name ne | & oe bet , ’ 
. == St _ brauchtes Gehalt in cem. von 
der S - seas Aspirator- 
. ore | wasser in | 
Cigarrensorte a w 25 iin CO, 0, CO 
I 99 872 22.8 112.5 11,5 
: 2 9,2 648 D3. 1 S81 194 
Kurze 
| 146 1369 rE 213.6 82 
{ YY 832 53,2 126.5 10.0 
1 10.7 4.96 (5.2 17.8 22,3 
2; 12,3 397 Vp Bs: 1X2 15.0 
3 14,1 353 64,9 16.6 17.3 
Portorico { 14.8 394 80.8 18.5 LX, 1 
5 | 14,2 309 56,2 15,8 17,0 
6 10.8 DO4 83,1 7,4 19.6 
7 8.9 nog 78,4 11,0 25.7 
l 9,8 323 80,8 4D 13,2 
2 9.6 283 O77 11,9 5,7 
5 9,2 281] 8,7 9.0 8.7 
ate, f o,4 301 64,1 8.7 8,7 
) 11.6 326 DS8.7 16.3 49 
Portorico 6 10,7 23.4 19.6 94 13.5 
7 12.9 280) D9Y 10.6 15.4 
S 8.2 ite 825 D4 28.5 
q 8.2 B4D 79.0 12,4 24.5 
| 11,2 247 i 4 8.4 14.5 
2 + 298 1.0) 12,9 14.9 
> 11.8 312 69,5 12.5 19.9 
Operas { 9.9 SI 80.0 8.4 21.8 
Dd 9 2 224 16.3 10.5 10.8 
6 1d 246 17,7 13.0 13.3 
7 5.0 $22 79,9 8.6 22,9 
5 8.6 382 93.6 105 27.8 
Panetelas | 11.0 4AD t2 6.7 11.5 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Name 
der 


Cigarrensorte 


Nummer 


des Versuches 
in Minuten 


Zeitdauer 


des Rauchens 


| wasser in |~ 


Ver- 
brauchtes | 
| Aspirator- | 





Britannica 


Trabuco 


Regalitas 


Brasil- 
Virginier 


Virginier 


So 


1099 





eem. 
| 
5 76, 
26 116, 
18 | 67,4 
338 | 69.6 
286 62,6 
232 | 4 
369 78.6 
294 | 58,8 
417 | 929 
00 | 83,6 
316 «| «667 
1a | 81.8 
298 | 60,8 
ae 
215 
vy ae. © 


TRD 23.6 
994 15.9 


| 
| 

522 | 60,9 
| 















63,7 











Beitriige zur Kenntniss des Cigarrenrauches. 


Tabelle VII 
enthaltend die aus Tabelle VI fiir die einzelnen Cigarrensorten 
berechneten Mittelwerthe. 








Name Rauchzeit Ver- Gehalt in cem. 
brauchtes 
der in Aspirator- an 

Cigarrensorte Minuten bacyie in rat ), ( ) CO 

I. Kurze 10,9 930 DOE 138,2 12.2 

II. Pesuiiee 12.3 401 yf Pe 20.7 19.3 
IL. Kaban 10,0 303 65,6 9.8 7 13.6 
IV. iecie 99 293 639 | 106 18,2 

\. Canavalia 104 451 / ASS | n5,1 13.1 
VI. einen 11,2 353 75.2 14.4 18.0 
VII. Trabuco 11,7 524 " 66.7 13.7 17,2 
VIII. Regalitas 88 260) D641 11.5 13,9 
IX. SiveuaibaVivat biden 17,6 890 19,8 164,5 5,2 
X. Virginier 229 | 1311 62.3 | 233.7 17.4 





Vergleicht man die in der Tabelle VII niedergelegten, 
fiir die einzelnen Cigarrensorten berechneten Mittelwerthe, so 
ergibt sich zunéchst in Beziehung auf den Verbrauch an 
Aspiratorwasser und damit in Uebereinstimmung in Betreff des 
Gehaltes an Sauerstoff, dass die beiderlei Zahlenwerthe bei 
den unter I (kurze), IX (Brasil-Virginier) und X_ (Virginier) 
angelthrten Sorten gegenitber den Zahlenwerthen aller anderen 
Sorten abnorm gross sind, d. h. dass diese drei Sorten mit 
einem ausserordentlich grossen Luftiiberschuss verraucht worden 
sind, welcher ein Mehrfaches derjenigen Luftmenge betriigt, 
die zur Erzeugung der durch die Analyse ermittelten Mengen 
von Kohlenoxyd und Kohlendioxyd nothwendig war. Bei allen 
anderen Sorten ist das durch den ermittelten freien Sauerstoff 
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reprisentirte Luftquantum geringer, als das zur Bildung yon 
Kohlendioxyd und Kohlenoxyd erforderliche. Da dieses Ver- 
hiiltniss nicht allein in den Mittelwerthen der Tabelle VUI. 
sondern auch bei den entsprechenden Werthen aller Einzel- 
versuche, wie sie in der Tabelle VI enthalten sind, hervortritt, 
ist bewiesen, dass diese Verschiedenheit nieht in mangelhafter 
Leitung der Versuche, sondern allein in’ der verschiedenen 
Beschaffenheit des  verwendeten Cigarrenmaterials  gesucht 
werden muss. Diesbeziiglich mag zunichst auf den eigen- 
thiimlichen Bau der Brasil-Virginier- und Virginiercigarrey 
hingewiesen werden, bei welchen durch das Vorhandensein 
eines besonderen Lufteanals in jeder Cigarre, durch die tiber- 
aus schlanke Form derselben, sowie durch die nicht seltenen 
undichten Stellen im Deckblatt Umstiinde gegeben sind, welche 
das Eindringen reichlicher Luftmengen in das Innere der 
brennenden Cigarre nicht allein durch deren gliihende Theilchen, 
sondern auch ausserhalb derselben ermodglichen. Hierzu kommt 
aber auch noch die Schwierigkeit, diese Cigarrensorten mil 
ihrem eigenthiimlich geformten Mundstiick ohne Verletzung der 
Oberhaut annihernd luftdicht an den Rauchapparat zu befestigen, 
sowie die einmal angebrannte Cigarre ohne Unterbrechung 
bis zur Beendigung des Versuches in Brand zu erhalten. Wie 
bereits friiher erwihnt wurde, gelingt letzteres bei diesen 
beiden Cigarrensorten nur dann, wenn der intermittirend wir- 
kende Aspirator in rasch aufeinanderfolgenden kurzen Inter- 
vallen saugt. 

Beir der unter I als «Kurze» bezeichneten Cigarrensorten 
liisst sich der abnorm grosse Sauerstoff- resp, Lufttiberschuss 
des Rauchgases dureh die Beobachtung erkliiren, dass in 
dieser Cigarrensorte ein Fabrikat vorliegt, bei welchem yon 
vier Cigarren durchschnittlich kaum mehr als eine von solcher 
Beschaffenheit ist, dass sie beim intermittirenden Rauchen ein- 
mal angeziindet, zu Ende geraucht werden kann, ohne wieder- 
holt zu verléschen. Diese tible Eigenschaft der Cigarre ist zt 
Theil durch das geringwerthige Material, aus ‘welchem.= =ie 
besteht, und zum Theil durch die bei ihrer Herstellung aul- 
gewendete geringe Sorgfalt bedingt, was zahlreiche undichite 
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Stellen in der dussersten Umbiillung und ein sehr unregel- 
nuissiges Gefiige im Innern zur Folge hat, was wieder hiiufiges 
and kriiftiges Ansaugen nothwendig macht u. s. w. 

bleiben im Hinblick auf die angetfiihrten Umstiinde die 
unter | (Kurze), IX (Brasil-Virginier) und X (Virginier) im All- 
vemeinen unberiicksichtigt, so lasst sich auf Grund der in den 
Tabellen V, VI, VII niedergelegten Zahlenwerthe Folgendes sagen: 

1. Die zum Verrauchen von einem Gramm Cigarre er- 
torderliche Zeit betrigt fiir alle untersuchten Cigarrensorten 
im Durchschnitt siimmtlicher Versuche 10,8 Minuten, bei einem 
Minimum von 8.0 und einem Maximum von 14.8 Minuten, 
woraus sich fiir eine mittlere Cigarre von 5,5 ¢ Gewicht eine 
mittlere Rauchdauer von nahezu einer Stunde ergibt. 

2. Die Wassermenge, welche beim Verrauchen von einem 
Gramm Cigarre vom Aspirator abfliesst, betriigt im Mittel siimmit- 
icher Versuche nahezu '/s Liter. Nimmt man nun an, dass 
diese Wassermenge dem Volumen des vom Aspirator ange- 
saugten Rauches entspricht, und dass diese Menge des Rauches, 
welcher sich in den Ruhepausen des Aspirators von der fort- 
brennenden Cigarre entwickelt, auch '/s Liter betriigt,') so 
ergibt sich, dass eine mittlere Cigarre von 5.5 g¢ Gewicht im 
Durchschnitt etwa 3,5 Liter Rauch entwickelt. 

3. Der Cigarrenrauch enthalt stets neben Kohlendioxyd, 
NOhlenoxyd und Luftstickstoff auch immer crhebliche Mengen 
inverbrauchten Luftsauerstoff, 

t. Im Durchsehnitt der Resultate siimmtlicher Kauchver- 
suche ist die Menge des Kohlendioxyds fast genau viermal 
so gross als die Menge des Kohlenoxvds. Von diesem Ver- 
hiltniss weichen die analogen Durechschnittswerte der einzelnen 
Cigarrensorten nur bei zwei Sorten (Cuba-Portorico und Operas) 
1 bemerkenswerther und entgegengesetzter Weise ab. 

). Die ermittelten Zahlenwerthe sprechen nicht dafiir, dass 
ie Form der Cigarren einen erheblichen Einfluss auf das 
Mengenverhiiltniss von Kohlendioxyd und Kohienoxyd ausiibt, 


1, Nach meinen Beobachtungen diirfte diese Menge erheblich ge- 


nver sein. Der Verfasser. 





ppc-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXII 
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indem Cigarrensorten von durchaus dihniicher Form hierin die 
stiirkste Verschiedenheit zeigen. Unter Beriicksichtigung dessen, 
was in Betreff des Gehaltes der Cigarren an Feuchtigkeit oe- 
sagt wurde, kann vielmehr angenommen werden, dass dieses 
Verhiiltniss ausschliesslich von der Qualitiit des Tabakes und 
der Energie des Rauchens, welche in der Rauchzeit und der 
Menge des verbrauchten Aspiratorwassers ihren Ausdruck 
findet, bedingt wird. 


Bestimmune des Nicotins im Cigarrenrauche und in 
den nicht verrauchten Cigarrenenden (Stumpfen). 


Die ersten Versuche, welche ich bei Anwendung des inter- 
mittirend wirkenden Aspirators zur Bestimmung des Nicotins 
im Cigarrenrauche angestellt habe, wurden ziemlich genau nach: 
dem von Kissling angewendeten Verfahren ausgefiithrt. Nach 
dem, was ich im vorhergehenden Abschnitte mitgetheilt habe. 
muss es selbstverstiindlich erscheinen, dass zum intermittirenden 
Verrauchen einer grésseren Anzahl von Cigarren erheblich mel 
Zeit erforderlich war, als bet den Versuchen von Kissling. 
Berticksichtigt man weiter, dass an einem Tage kaum= mehr 
als 6 bis 8 Cigarren mit einem Apparat verraucht werden 
konnten, so wird es selbstverstiindlich erscheinen, dass z. b. 
zum Verrauchen von 150 Stiick Cubacigarren mehr als drei 
Wochen erforderlich waren. Ich hebe dies besonders heryor. 
weil mir in diesem Umstande, sowie bei Beriicksichtigung der 
Thatsache, dass im Cigarrenrauch, wie ich nachgewiesen habe, 
stets freier Sauerstoff in erheblicher Menge vorhanden ist, ein 
Theil der Ursache gelegen zu sein scheint, dass es mir trotz 
aller Sorgfalt und Miihe nicht gelingen wollte, erhebliche 
Mengen von Niecotin in unzweifelhaft verliisslicher Weise sicher- 
zustellen. Diese von den Resultaten Kisslings so stark ub- 
weichende Beobachtung liisst sich, wie ich meine, zum ‘The 
wenigstens dadurch erkliiren, dass sich die verharzende Wir- 
kung, welche freier Sauerstoff auf Nicotin ausiibt, bei meinen 
Versuchen viel stiirker jiussern musste, als bei den Versuchet 
von Kissling und dass demgemiiss bei meinen Versuchen )l- 
zur Abscheidung des Nicotins aus dem Rauchtheer dure): 
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e ! Hestillation im Wasserdampfstrom, erheblich mehr Nicotin ver- 
1, ; harzt worden war, als bei den Versuchen Kisslings. Zum 
a &- andern liegt jedoch die Verschiedenheit der beiderseitigen Resul- 


s  &§ rate, wie ich bemerken muss, in dem Umstande, dass es mir 
(| nicht gelang, nach der Methode Kissling’s Platindoppelver- 
ap | bindungen von einer solchen Reinheit und Beschaflenheit zu 
k cewinnen, Wie sie fir quantitative Bestimmungen  verlangt 


werden muss. 

Ich begniige mich deshalb, beziiglich dieser Versuche an- 
iN | vuliihren, dass bei einem derselben 150 Stiick Cuba-Portorico- 
Cigarren aus dem Verschleissbezirk Neutitschein verwendet 
wurden, deren Gesammtgewicht anniihernd 1000 g betrug, 
wovon ca, 850 ¢ verraucht wurden, wihrend nahezu 25 ¢ auf 
ch die abgeschnittenen Spitzen und 122 ¢ auf die unverbrauchten 
e Cigarrenenden, alle Gewichte auf lufttrockene Substanz be- 
zogen, entfielen. Beziiglich des Nicotingehaltes dieser Cigarren- 
sorte kann ich auf die Tabelle Il verweisen. 
iy 2 Fiir einen anderen Versuch, welcher in seiner Anordnung 
schon sehr erheblich von allen vorhergehenden Versuchen ab- 
he : wich, wurden 89 Stiick «Kurze» (Gemischte Ausliindercigarren ) 
on verwendet, deren Gesammtgewicht 449 g betrug, wovon 15,3 g 
1} auf die abgeschnittenen Spitzen und 76,3 g auf die unver- 
no rauchten Enden entfielen, so dass also 357,4 g thatsiichlich ver- 
raucht wurden. Hierbei wurde ein System von sechs Con- 
lor densations- resp. Absorptionsgefiissen verwendet, von welchen 
ho eines keinerlei Absorptionsmittel enthielt, wiihrend drei mit 
ais sehr verdtinnter Schwefelsiiure und die zwei letzten mit ver- 
sli diinnter Natronlauge beschickt waren. 
che sel diesem Versuche wurden nach beendigtem Rauchen 
or diejenigen Apparattheile, welche wiihrend des Rauchens leer 
ab- geblieben oder mit verdiinnter Schwefelsiiure beschickt waren, 
il mit Alkohol von 95 Volumenprocent sorgfiiltig und wiederholt 
vir- wisgespiilt, die Gesammtmenge der hierbei erhaltenen Lisungen 
nen in einer Porzellanschale vereinigt und die stark sauer rea- 
™ girende Fliissigkeit auf dem Wasserbade bei einer 40—5” 
7 nicht tibersteigenden Temperatur durch Abdunsten des Alko- 
rh § hols eingeengt. Die noch immer kriiftig sauer reagirende 


7” 
4 
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Fliissigkeit wurde hierauf mit stets neuen Aethermengen so 
lange geschiittelt, bis der Aether vollstiindig ungefirbt blie}), 
Die wiisserige LOsung wurde nunmehr mit Natronlauge so weit 
libersiittigt, dass die Fliissigkeit rothes Lackmuspapier kriiftig 
blau fiirbte, worauf das Ausschiitteln zehnmal mit stets neuen 
Aethermengen fortgesetzt wurde. Von den mit der alkalisch 
reagirenden Fliissigkeit hergestellten Aetherausziigen wurde 
der groéssere Theil des Aethers bet sehwacher Siedehitze ab- 
destillirt und mit dem hierber erhaltenen Riickstande die Be- 
stimmung des Nicotins nach demselben Verfahren ausgefiihrt, 
welches sich in einem friiheren Absehnitte angegeben  findet, 
d. h. der Riickstand wurde mit sehr verdtinnter Natronlauge 
iibersiittigt und im Wasserdampfstrom§ destillirt, das Destillat 
in Fractionen von 100 cem. aufgefangen, mit éiusserst stark 
verdiinnter Schwefelsiiure titrirt und die Destillation so lange 
fortgesetzt, bis 100 cem. Destillat zur Neutralisation nur noch 
O.f com. Titerfltissigkeit erforderten. Hierbei wurden bei der 
Titration siimmtlicher zehn Fractionen 53.1 cem. einer Schwetel- 
siiure verlangt, von welcher 1 com. 0.02705 g Nicotin ent- 
sprach, wozu ich bemerke, dass der Titer der Siiure mil 
Natriumecarbonat gestellt und mit reinstem Nicotin (bezogen 
von E. Merck in Darmstadt) kontrollirt worden war. Nac: 
diesem Titer entsprechen die verbrauchten 53,1 cem. Siiure 
1.432 ¢ Nicotin. Um nun das Verhiiltniss dieser Nicotinmenge 
gegentiber dem Gesammtnicotingehalt der Cigarren, sowie gegen- 
uber dem Nicotingehalt der unverraucht gebhiebenen Theile der 
Cigarren feststellen zu konnen, wurde zuniichst der Nicotin- 
gehalt der unverraucht gebliebenen Cigarrenenden durch melir- 
fach wiederholte Analyse nach dem fiir die Nicotinbestimmung 
in den Cigarren eingehaltenen Titrirverfahren festgestellt. Die 
Ergebnisse dieser Bestimmungen sind die folgenden: 

1. 18,0 g lufitrockene Stumpfe ergaben bei der Titration 
0.7839 ¢ Nicotin. 

2. 17,1 ¢ lufttrockene Stumpfe ergaben bei der Titration 
0.6774 g Nicotin. 

Es betriigt der Nicotingehalt der Stumpfe somit nach Ana- 
Ivse 1) 4,86% 0, mach Analyse 2) 3,96°/o, im Mittel 4,16° 











on 





Beitriige zur Kenntniss des Cigarrenrauches. 101 





Auf Grund dieses Ergebnisses der Nicotinbestimmung im 
Rauchtheer und des in Tabelle Ill festgestellten mittleren 
Nicotingehaltes der «Kurzen Cigarren» ergibt sich beziiglich 
der 89 gerauchten Cigarren folgende, durch das Rauchen be- 
wirkte Vertheilung des Nicotins: 


Gesammtmenge des Nicotins in 449 g Cigarren. . . 8,772 ¢ 

\lenge des Nicotins in den 15,3 g der abgeschnittenen 
ee 

\Menge des Nicotins in i n 76, 3 g der unverrauchten 
a ee 


Menge des Nicotins in dem vom Aspirator ange- 
saugienm Hauene ..... steiner eccene 103 
Aus den vorstehenden Werten be tenia Me nge ni 
in dem vom Aspirator nicht angesaugten Theile 
des Rauches enthaltenen, und des durch das 
Rauchen zerstOrten Theiles des Nicotins. . . . 3,866 
Bezogen auf 100 Gewichtstheile der Cigarren ergibt sich, 
dass die Nicotinmenge betrigt: 


1. in den abgeschnittenen Spitzen . 2... 2...) B86 %o 
2. in den unverrauchten Enden .... 2...) 36.2% 
3. Im angesaugten Rauche .... 2... 2...) 16.3%» 


t. im nicht angesaugten Rauche und des zer- 
storten Nicotins. .........2.2..2. 2. 440% 
Nach diesen Daten wiirde wenig mehr als der sechste 
Theil des Gesammtnicotins der Cigarren, oder wenig mehr als 
's vom verrauchten Theile der Cigarren, in den angesaugten 
auch tibergehen, wiithrend in den unverrauchten Enden mehr 
ils 1/3 des Gesammtnicotins zurtickbliebe, und fast die Hiilfte 
des Gesammtnicotins in den nicht angesaugten Rauch iiber- 
ginge oder durch das Rauchen zerstért wiirde, wobei selbst- 
verstandlich auch die Apnahme gemacht werden muss, dass 
ale durch die Titersiiure neutralisirte Substanz nur aus 
Nicotin besteht. 
Obwohl nun alle meine friiheren Beobachtungen dafiir 
sprechen, dass die Menge des im angesaugten Rauche ent- 
haltenen Nicotins verhiiltnissmiissig sehr gering ist, schien es 


mir denn doch sehr auffiillig, dass von dem in einer «kurzen 
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Cigarre» per 5 g Gewicht enthaltenen Gesammtnicotin yon 
0.09% g nur 0,015 g in den angesaugten Rauch tibergeht, 
und ich war deshalb neuerlich bemiiht, das Nicotin im an- 
gesaugten Rauche auf dem Wege der Gewichtsanalyse zu 
bestimmen, wobei ich auch die Abscheidung des Nicotins aus 
den Aetherausziigen mittelst) alkoholischer Oxalsiiure — als 
Zwischenoperation versucht habe. Die Erfolge aller dieser Be- 
miihungen blieben unbefriedigend, so dass ich zur titrimetrischen 
Bestimmung des Nicotins zuriickkehrte und dem Verfahren 
schliesslich jene Gestalt gab, welche ich in ihren Umrissen in 
dem allgemeinen Theile des Abschnittes «Rauchversuche » 
gekennzeichnet habe.  Diesbeziiglich erinnere ich = zuniichst 
daran, dass zur Condensation aller verdichtbaren Theile des 
Cigarrenrauches keinerlei chemisch wirksame Absorptionsmittel, 
wie verdiinnte Schwefelsiure ete., angewandt wurden, sondern 
einzig und allein der friiher beschriebene und gekennzeichnete 
Condensationsapparat (Fig. 3) zur Anwendung kam. — Ich er- 
ginze die friiher gegebene Beschreibung nur dahin, dass das 
an dem Condensationsapparat angebrachte Rohr D (Fig. 3) bei 
allen folgenden Versuchen dasselbe war und eine Liinge yon 
7) cm. besass. Der weitere Verlauf eines jeden Versuches 
gestaltete sich folgendermassen: 

Fiir die meisten Versuche wurden je 5 Stiick, und nur 
bei einer der zuerst gerauchten Cigarrensorten 10 und auch 
15 Stiick Cigarren per Versuch geraucht. Fiir jede Cigarren- 
sorte wurden mindestens zwei Rauchversuche durchgeftilr' 
und bei jedem Versuche das Gewicht der zum Verrauchen 
bestimmten Cigarren, der abgeschnittenen Spitzen und der 
unverrauchten Cigarrenenden, und zwar durchwegs im lull- 
trockenen Zustande ermittelt. Nach beendetem Rauchen wurde 
die Baumwolle aus siimmtlichen Theilen des Apparates heratis- 
gezogen, die durch den Rauch mehr oder weniger stark 
gebriiunten oder doch in erkennbarer Weise gefiirbten Theile 
der Baumwolle unmittelbar in einen geriiumigen Soxhlet schen 
Extractionsapparat gebracht, und jene Theile der Baumwoille 
des Rohres D, welche nicht gefiirbt worden waren, dazu 
benititzt, um mit Hilfe derselben und unter Anwendung yon 
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alkoholischer Natronlauge, welche genau nach der Vorschrift 
Kissling s (Zeitschrift: fiir analyt. Chemie, 21. Jahrg. 1882, 
Seite 75) hergestellt worden war, den in dem Condensations- 
gefiiss verdichteten Rauchteer ohne Verlust in den Extractions- 
apparat zu schaflen. Zu dem Zweck wurde immer ein Bausch- 
chen der Baumwolle an dem eimen Ende eines geniigend langen 
Glasstabes durch Andrehen befestigt, mit) der alkoholischen 
Natronlauge getriinkt und damit die Glasgefiisse  sorgfiltig 
ausgewischt, das Baumwollbiiuschchen mit Hilfe einer Pincette 
losgelost, in den Extractionsapparat gebracht und die Operation 
wenigstens noch dreimal wiederholt. Hierauf wurden. siimmt- 
liche Glasgefasse mit dem Rest von 10 cem. der alkoholischen 
Natronlauge und sodann wiederholt mit Aether ausgespiilt, die 
im Extractionsapparate befindliche Baumwolle mit alkoholischer 
Natronlauge durehtrankt. der Extractionsapparat mit einem 
Kochkolbchen von 400 cem. Capacitéit verbunden und = noch 
soviel Aether nebst dem zum Auswaschen beniitzten hinzu- 
sefiigt, dass seine Gesammtmenge anniithernd 100 cem. betrug. 
Das Kolbchen wurde auf ein Dampfbad gestellt, der auf dem- 
<elben sitzende Extractionsapparat mit einem Riickflusskiihler 
verbunden, die Extraction in Gang gebracht und durch etwa 
i Stunden fortgesetzt. Alle weiteren Operationen wurden nach 
der Vorschrift Kissling’s in der von mir modificirten Art, die 
hin dem Abschnitttiber den «Nicotingehalt der 6sterreichischen 
hegiecigarren» gekennzeichnet habe, ausgefihrt. Da bei der 
Destillation des mit verdiinnter Natronlauge alkalisch gemachten 
Nicotinextractes fast immer sehr starkes Schiiumen. eintrat, 
musste die Zufthrung des Wasserdampfes in das Destillir- 
kolbchen, namentlich im Beginne, mit einiger Vorsicht bewirkt 
werden. Die Titration des nicotinhaltigen Destillates erfolgte 
genau in der friiher angegebenen Weise. 

Bevor ich zur Mittheilung der im Cigarrenrauche auf 
diese Weise ermittelten Nicotinmengen tibergehe, muss ich 
hoch hervorheben, dass bei siimmtlichen Rauchversuchen das 
Gewicht der lufttrockenen Stumpfe stets ermittelt und = der 
Nicotingehalt derselben genau nach dem fiir die Nicotin- 
bestimmung im Tabak angegebenen Verfahren ermittelt: wurde. 
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Die Resultate aller auf die beiderle: Versuchsreihen 
bheziiglichen Wiigungen und Bestimmungen sind in der 
Tabelle VUIT niedergelegt. 

Zu den in nebenstehender Tabelle enthaltenen Resultaten 
sel Folgendes bemerkt: 

!. Bet dem Versuche Nr. 4 wurde die Baumwolle mit 
einer wiisserigen LOsung von 1°/o Weinsiure getriinkt, zwischen 
Filtrirpapier gepresst, wieder sorgfiiltig aufgelockert und sodann 
unmittelbar verwendet. Das Ergebniss dieses Versuches lelirte, 
dass durch diese Priiparation das Absorptionsvermdgen der 
Baumwolle kaum = gesteigert wird, weshalb bei allen anderen 
Versuchen gewohniliche, entfettete Baumwolle verwendet wurde. 
Die mit Weinsiiure priparirte Baumwolle wurde durch den 
Rauch ziemlich kriiftig schmutzigblau gefiirbt. 

2. Bei den Brasil-Virginier- und Virginier-Cigarren, welche 
ein aus einem Stiickchen Strohhalm = bestehendes Mundstiick 
besitzen, entfallen selbstverstiindlich in der Tabelle die auf die 
Cigarrenspitzen beziiglichen Daten. 

Bei der Bestimmung des Nicotins in den Stumpfen dieser 
beiden Cigarrensorten mussten die Strohmundstiicke selbstver- 
stiindlich mitgewogen und zur Analyse mitverwendet werden. 

Ui aus den in der Tabelle VITE enthaltenen analytischen 
“Zahlenwerthen entsprechende Folgerungen ableiten zu konnen, 
wurden diese Werthe im der Tabelle IX mit) den Schluss- 
ergebnissen der Tabelle Ul combinirt und in einer dem an- 
cestrebten Ziele entsprechenden Weise dargestellt. Dem ent- 
sprechend enthiélt die Tabelle [TX ausser der Nummer = de- 
Versuches und dem Namen der Cigarrensorte die folgenden 
Angaben (s. S. 106). 

I. Das Gewieht Tabak, welches von 1 g Cigarre wirk- 
lich verraucht wurde, 

2. Das Gewieht des beim Verrauchen von 1 g Cigarre 
hinterblicbenen Stumpfes. 

3. Das Durchschnittsgewicht des in 1 g Cigarre  eni- 
haltenen Nicotins. 

t. Das Gewicht der beim Verrauchen von 1 -g Cigarre 
im Rauche ermittelten Stickstoff basen. 
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Vummer 
des 


\ ersuches 


Nummer 
und 
Name de: 


Cigarrensorte 


Anzahl 
der ver- 
rauchten 


(iarren 


a 


Gewicht 


Cigarren 


b 


Spitzen 


der lufttrockenen 


Stumpfe 


d 


Gewicht 
stickstoffbasen 


ce 


der 


d.Rauches d.Stumpfe 





I. Kurze 


((emisehte Ausiinder) 


[fl. Cuba (Nentitseh.) 


Cuba (Brinn) 


IV. Operas 


V. Havanna 


‘Panetelas) 


VI. Britannica 


VII. Trabueo 


Vill. Regalitas 


IX. Brasil- 


Virginier 


X. Virginier 


Portorico 








26.63 


27,69 


25.67 
27 99 


26.77 


32,84 


tN 


Io iO Ww 
~~ eS SC! 





0.60 


1.06 
1.22 
1.02 


1.47 


0.66 
0.82 
0.77 
0.65 
0,72 


O59 
0.66 


0.69 
0.66 
(0.64 


0.76 
0.66 


O71 
0.67 


R55 


9.09 


13.18 | 


15.52 


13.46 


25,17 


70 
11.87 
15,26 
11,23 
16.03 


10.39 
10.59 


12.49 


10.19 
13.65 


Q RD 
11.98 


8 D2 
11.70 
13.18 


740 
10.13 
11.16 





10.03 | 


0.1082 
O.O618 


O.2158 
(), 2267 
1701 
O.1811 


0.1546 


O.1391 
0.1369 
0.1325 
0.0950 


0.1833 
0.0618 


O.1149 
0.1060 
0.1104 


O15 46 
0.0994 


QO.1391 
O97 4 


0.1480 
0.1756 
0.0667 


0.4020 
().2297 


0, 1855 


0.3976 
0.3401 
0.1833 


0.2739 


0.2628 


0.4108 


| O.3238 


() 


Ft 


O.D96-4 


O.L900 
0.3998 
| 0.5765 
0,2650 
0.3203 


() 


2201 


O.3108 


OSIS1 
O.PS05 


O.3644 


Ui 


S00] 


0.3313 


| O,2983 


O.30-48 


0.2496 
(),2982 
0 
O1634 | 


() 


10 


() 
() 


-~OOU 


099 


Bs 5 ye 


fD28 
3934 
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Tabelle IX. 
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Stickstoffhasen des Rauches 
2) Das Zeichen — wurde der Differenz vorgesetzt. 
Stickstoffbasen des Stumpfes kleiner war als der Nicotingehalt der Cige 


und des Stump! 
wenn der Geha!' 


D . . = Beim Verrauchen -= & bg = a 
S Nummer Von einem 2's S| walgligr 8. “<_SE2 “25 
7 Gramm 2 Es worden an OP SS EE SF 
- paid Cigarre £oc Stickstofbasen = & Ses ae 
"n Namen ~~ > S—  nachgewiesen «2 SG -2 ESE 25 = 
© Cigarren- 2)hintere yy eo bw eo ee 
= r 1) warden ~ > oti 4) im | Sim 257 S$ SBE EF= 
~ sorte blieb als ies Han) = = za or aAost 
= verraucht Stamf f= Rauch Stumpf @ 5 DSS= 5 sz 
A, inna aa 7 R22 FHF 
Kurze | 0.6157, 0.3591, 0.0188 0.0047, 0.0118 0.0164 +0,0024 — 0.01 
2 (em. Auslinder) | O.48-49) 0, 4898 O,0188 00034 0,014 49 0.0179) + 0.0009 Of 
; 0.6589) 0.3160 0.0L. +1) 0.0053 | O.OL0L O.OLD4 — O.OOLS 0.0] 
ae 0,593.4 0.3770, 0,OL4L 0.0057) 0.0081 0.0138 + 0.0003 O40 
5p 10,6347 0,2306) 0,014 0,908 0;0066 0.0480 +0,0011 0.0 
6 0.5917 0.4236 O.OL4EL, 0.0031 0.0108 O14 + O0007 00 
7 III Cuba (Neutitseh..] 0.6681, 0.3023. 0,0250. 0.0062 “0,0076 0.0136 + (0.014 ON 
S Cuba (Briinny 0.5950, 0.3787 O.O1D51 0.0046) 0.0134 0.0177 ~ 0.0026 OAS 
9 0.5057) 0.4706, 0.0151) 0.0043) 0.0182 0.0225) — 0.0074 0.02 
10) 0,6009) 0.3773) 0.0151) 0.0045; 0.0091 0.0136 +0,0015 0.00 
if 0.4737) 0.50388, 0.0151 0.0085) 0,0103 0.0138 + 00013 0.) 
12 a 0.6684) 0.3094 0.0143) 0.0070) 0,0086. 0.0156) 0.0013 OL 
1308 PETES 10,4923, 04840, 00143, 0.0023) 0.0115 0.0138 + 0,0005 0.0055 
14 oe [0.5684 0.4048) 0.0181) 0.0046) 0.0127, 0,0173 + (0.0008 0.012) 
1h Sota’ | 0.5980) 0.3784 0.0181) 0.0039) 0.0103. 0,0142) + .0,0039 0,005: 
16 COENEN 10,5096) 0.4666, 0.0181 0.0042) 0.0140 0.0182) = 00001 0.01 
I? vy) p.: 10,6666. 0.3103. 0.0129) 0.0048) 0.0094 0.0142, — 00013 0.01 
VI. Britannica] ,'- 5 ,. ne pad anand od pe * 
18 0.5742 O4061) 0.0129, 0.0080) O,OLOT 0,018 LE) = O,0002 0.011 
19) 6 endian 0.6029) 0.3705) O.O161 0,0054, 0.0115 0.0169 —O,0008 — O0Le 
2Q Te EEEOEEST 0.5066, 04673, 00161 0.0089) 0.0122 0.0161 0.0000 0,00! 
21 0.6741, 0.3031) 0,0290) 0.0054) 0.0121, 0,0175, + 0.0115 ATC 
22 VIIL Regalitas} 0.5517) 0.4220) 0.0290, 0,0065, 0,0163, 0.0228 + 0.0062 0.010% 
23 0.52 35, 0,4554) 0,0290, 0,0024 0,0167 00191) + 0.0099 (006 
24 Sa 0.6918) 0.3082) 0,014 7 0.0159) 0.0099 0.0258) — O.OLTL 0.01 
95 IX. Brasil- [0.5928 0.4702) 00147) 0.0092) 0.0120. 0.0212) — 0,0065 0.014 
26 ~—sVirginier 542 28 0.1579) 0.0147 1.0076) OOLGE 0.0240 —O.0093 OAR 
27 (), A667 (), 4335, 01+ O.0071. 00134 00205 O.0058 O01 
2 0.6212. 0.3788) 00399 0,0161, 0.0160. 0.0321) +0,0078 0.002 
29 X. Virginier [0.6488 0.3512) 00399) 0,0133) 0.0177 0,0310, + O0,0089 0.0! 
30 O.DS825 0.4175! 0.0399) 0.0080) 0.0155) 0.0235) + O.0L64 — 0. 
| | | | 
1) Der Differenz wurde das Zeichen +- vorgesetzt, wenn der Nicotin- 
gehalt der Cigarre grésser, das Zeichen wenn dieser Gehalt Kicins 
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5. Das Gewicht der beim Verrauchen von 1 g Cigarre 
im Stumpte ermittelten Stickstoffbasen. 

6. Das Gesammtgewicht des beim Verrauchen von 1 g 
Cigarre im Rauche und in dem Stumpfe ermittelten Nicotins. 

7. Die Differenz der Gewichte, des in 1 g Cigarre ent- 
haltenen Nicotins einerseits und der im Rauche und Stumpfe 
andererseits nachgewiesenen Stickstoffbasen, wobei das Nicotin- 
cewicht der Cigarre mit ++, die Summe der Gewichte der 
stickstoffbasen des Rauches und des Stumpfes mit) --  an- 
cesetzt ist. 

8. Die Differenz der in 1 g Cigarrenstumpf und in 1 g 
Cigarre ermittelten Nicotinmenge. 

Priift man die in den Tabellen VIII und IX niedergelegten 
Zahlenwerthe, so ergibt sich: 

a) Aus den Rubriken a, b und ec der Tabelle VIII und 
den Rubriken 1 und 2 der ‘Tabelle IX, dass bet den Versuchen 
Nr. 1, 3, 5, 7, 10, 12, 17, 19, 21, 24, 28 
ber den Versuchen Nr. 2, 9, 11, 13, 16, 20 hingegen nahezu 
die Hilfte vom Gewichte der Cigarren verraucht wurde, 
wiihrend sich die betreffenden Werthe bei den tibrigen jetzt 
nicht genannten Versuchen zwischen 2/3 und !\2 bewegen. 


, 29 nahezu ?)3, 


bh) Aus den Rubriken 3, 4 und 5, respective aus der die 
Rubriken 3, 4 und 5 zusammenfassenden Rubrik 7 der Tabelle IX 
ergibt sich, dass nur bei dem Versuche 20 im Rauche und in 
den Stumpfen zusammen genau ebensoviel Stickstoffbasen 
gefunden wurden, als die Trabuco-Cigarre Nicotin im Mittel 
enthiilt, dass hingegen bei den Versuchen Nr. 1, 2, 4, 5, 6, 
7, 10, 11, 138, 14, 15, 21, 22, 23, 28, 29 und 30 im Rauch 
und in den Stumpfen zusammen weniger, bei den Versuchen 
Xr. 3, 8, 9, 12, 16, 17, 18, 19, 24, 25, 26, 27 hingegen 
mehr Stickstoffbasen gefunden wurden, als der mittlere 
Nicotingehalt der betreffenden Versuchscigarren betriigt. 

Bezogen auf die einzelnen Cigarrensorten sind diese 
ifferenzen bei allen Versuchen der Sorten I «Gemischte Aus- 
tinder» (kurze), VII «Regalitas» und X «Virginier» durchweg 
positiv, d. h. der mittlere Nicotingehalt dieser Sorten ist 
durchwegs grésser, als die Summe der im Rauch und in den 
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Stumpfen aufgefundenen Mengen der Stickstoffbasen; bei den 
Sorten VI «Britannica» und IX «<Brasil-Virginier> durchwees 
negativ, d. h. die mittleren Nicotingehalte dieser Sorten sind 
stets kleiner, als die Summe der im KRauche und in dey 
Stumpfen ermittelten Mengen Stickstoffbasen. Bei den Sorten 
I] «Portorico», Hl «Cuba-Portorico», IV «Operas», V «Panetelas 
(Havanna) ist die Differenz bei den einzelnen Versuchen jede 
Sorte im obigen Sinne theils positiv, theils negativ. 

Ber jenen Cigarrensorten, bei welchen die aus den 
Kinzelversuchen sich ergebenden Differenzen der Tabelle IX, 
Rubrik 7 im Sinne der friiher gemachten Bemerkung durch- 
wegs positiv sind, also bei den Sorten | «Kurze», VIII «Regalitas 
und X «Virginier», oder bei welchen die negative Differenz 
an sich sehr gering oder gleich Null ist, wie z. B. bei der 
sorte VIE «Trabuco», liisst sich die Entstehung diese 
Differenzen unschwer durch die Annahme erkliiren, dass diese 
Diflerenzen dem Verluste an Stickstoffbasen respective Nicotin 
entsprechen, welcher beim  intermittirenden Rauchen durch, 
vom Aspirator in den Ruhepausen nicht angesaugten Hauch 
eintreten muss. 

Bei jenen Cigarrensorten, bei welchen die Einzelversuche 
theils positive, theils negative Differenzen ergeben, kOnnen die 
negativen Differenzen durch die Annahme von Versuchstehlern 
mit Berechtigung wohl nur in jenen Fiillen erklirt werden. 
wo alle negativen Differenzen einer Sorte im Verhiltniss zum 
mittleren Nicotingehalt derselben gering sind, was unbeding! 
fiir die Sorte Vo «Panetelas» angenommen werden kann, be! 
welcher die einzige negative Differenz den 3/is1 Theil vom 
mittleren Nicotingehalt dieser Cigarren betragt, und wohl auch 
fiir die Sorte IV «Operas» zuliissig ist, wo die negative 
Differenz ‘Jeo des mittleren Nicotingehaltes der Cigarre aus- 
macht. Ob die Erkliirung des Auftretens einer negativel 
Differenz gegentiber drei positiven durch die Annahme eine- 
entsprechenden Versuchsfehlers auch bei der Sorte II «Portorico 
zuliissig ist, lasse ich dahingestellt, obwohl diese eine negative 
Differenz nur 1/11 der mittleren Nicotinmenge dieser Sorte 
ausmacht. 
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Aber unter allen Umstiinden unzuliissig erscheint mir 
diese Erklarung bei der Cigarrensorte HL («Cuba-Portorico 
Bei dieser Sorte stehen drei positiven Differenzen, welche ‘2, 
‘yy und ‘/12 ihres mittleren Nicotingehaltes ausmachen, zwel 
negative Differenzen von !/2 und '/6 gegeniiber. Man wird 
nicht fehlgehen, wenn man annimmt, dass in diesem Falle die 
im mathematischen Sinne entgegengesetzten, verhiiltnissmiissig 
sehr grossen Differenzen in starken Schwankungen in der 
Qualitaét des Tabakes gesucht werden miissen, wobel es noch 
wahrseheinlich ist, dass diese Schwankungen weniger in einer 
-tarken Verschiedenheit des Nicotingehaltes, als vielmehr durch 
erhebliche Unterschiede im Gehalt an Eiweissstoffen des Ta- 
bakes gesucht werden miissen. Dass diese Auffassung ihre 
berechtigung hat, zeigen einerseits in sehr deutlicher Weise 
die in den Cuba-Portorico-Cigarren experimentell mehrfach er- 
mittelten Nicotingehalte (siehe Tabelle HI), welche untereinander 
insowelt in sehr befriedigender Weise tibereinstimmen, als sie 
Cigarren desselben Verschleissbezirkes betreffen, und anderer- 
seits die folgende Mittheilung: 

In sechs fermentirten Tabaksorten fand Feska (R. Kiss- 
lings Tabakkunde, S. 54, oder Landwirthschaftliche Jahr- 
biicher, 1888, S. 329 ff.), dass von 100 Theilen Gesammtstick- 
<toff im Durchschnitte 

als Nicotinstickstoff . . . . 39 Theile 

als Amidostickstoff . . . . 34 

und als Eiweissstickstoff. . 27 
enthalten sind. Wiahrend indessen bei diesen sechs Sorten 
der Nicotingehalt zwischen 31 bis 49°/o schwankt, bewegt sich 
der Gehalt derselben an Eiweissstickstoff zwischen 10 und 40°'9, 
also in viel weiteren Grenzen. 

Da es nun keinem Zweifel unterliegen kann, dass ein 
sehr ansehnlicher Theil des Eiweissstickstoffes in den Tabak- 
rauch in Form von Pyridinbasen tibergeht, und dass die 
Grosse dieses Theiles sich den Schwankungen im Gehalte an 
Kiweissstickstoff anpassen wird, so muss es gestattet sein, 
die grosse, im Sinne friiher gemachter Ausfiihrungen, negative 
Nifflerenz, welche wenigstens in einem Falle bei den Cuba- 
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Portorico-Cigarren beobachtet wurde, auf einen verhiiltniss- 


miissig bedeutenden Gehalt dieser Cigarren an Eiweiss zuriick- 
zutiihren., 

Diese Auffassung schliesst selbstverstiindlich die weitere 
in sich, dass die im ‘Tabakrauche und in den nicht verrauchtey 
Cigarrenenden (Stumpfen) ermittelten Mengen von Stickstol{- 
basen keineswegs nur aus Nicotin und den unmittelbaren Zer- 
setzungsprodukten des Nicotins bestehen. Es kann vielmelhr 
keinem Zweifel unterliegen, dass ein erheblicher Theil der im 
Cigarrenrauche und in den Stumpfen aufgefundenen Stickstotl- 
basen dureh die troeckene Destillation der Eiweissstoffe des 
Taubakes entstanden ist. Die friiher mitgetheilten, von Feska 
ermittelten Zahlen bieten im Zusammenhalte mit den Erfah- 
rungen, welche wir iiber die trockene Destillation der Eiweiss- 
stoffe besitzen, einen geniigenden Anhaltspunkt daftir, um sagen 
zu konnen, dass dieser Antheil kein unbedeutender sein kann. 
Letzteres geht, wie mir scheint, mit Folgerichtigkeit aus den 
ber der Cigarrensorte IX (Brasil-Virginier) durch die Analyse 
ermittelten Werthen hervor, insbesondere dann, wenn man 
diese mit jenen vergleicht, welche bei der Sorte X (Virgitiier) 
erhalten worden. sind. 

Diese beiden Cigarrensorten sind, wie schon  friiher ge- 
sagt wurde und wie ein Blick auf die Abbildungen  lehrt, 
untereinander durchaus sehr iihnlich geformt und gebaut und 
unterseheiden sich von allen tbrigen in Betracht kommenden 
Cigarrensorten in beiden Richtungen in sehr auffiilliger Weise. 
Wiihrend jedoch die in der Rubrik 7 der Tabelle [IX enthal- 
tenen, durch drei Versuche resp. Analysen ermittelten Ditle- 
renzzahlen bei den Virginier-Cigarren (Sorte X) durchwegs 
positiv sind und sich zwischen '/5 und 1/2 des mittleren 
Nicotingehaltes dieser Cigarrensorte bewegen, sind die be! 
der Sorte IV (Brasil-Virginier) durch vier Versuche ermittelten 
Differenzwerthe durchwegs negativ und bewegen sich von’: 
bis zu 23 des mittleren Nicotingehaltes der Brasil-Virginier- 
Cigarren, d. h. mit anderen Worten: Wihrend bei den Virginier- 
Cigarren im Mittel von drei Versuchen die im = angesaugten 
Rauche und in den unverrauchten Enden zusammen ermittelte 
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Menge von Stickstoffbasen nur etwa 2s vom mittleren Nicotin- 
ochalte dieser Cigarren betriigt, ist die Menge der bei den 
Brasil-Virginier-Cigarren (IX) im Mittel von vier Versuchen im 
angesaugten Rauche und den unverrauchten Enden (Stumpfen) 
zusammen aufgefundene Menge der Stickstoffbasen fast doppelt 
<«) gross wie der mittlere Nicotingehalt dieser Cigarren. Es 
diinkt mir schwer moglich, diese bet zwei im Bau und in der 
Form durchaus ahnlichen Cigarrensorten constatirte, so auf- 
Millige Verschiedenheit anders als in der friiher angegebenen 
Weise zu erkliiren, und ich erachte es deshalb als erwiesen, 
dass der Tabak der Virginier-Cigarren (X) arm, derjenige der 
Brasil-Virginiercigarren (IX) hingegen relativ reich an Eiweiss- 
stolfen ist. Hierzu glaube ich bemerken zu sollen, dass mit 
der zuletzt gemachten Folgerung die Thatsache tibereinstimme, 
dass die Brasil-Virginier-Cigarren (IX) trotz thres .geringeren 
Preises (8 Heller per Stiick) wegen des minder angenehmen 
Geschmackes und Geruches ihres Rauches bei den éster- 
reichischen Rauchern viel weniger beliebt sind als die Virginier- 
Cigarren (X), welche per Stiick 10 Heller kosten, und dass 
diese Thatsache die Anschauung Kissling’s (Tabakkunde, 
S. 54, letzter Absatz) rechtfertigt, welche dahin geht, «dass 
dev Gehalt der Tabakblitter an Pflanzeneiweiss insofern von 
besonderer Bedeutung ist, als die Giite des Tabaks seinem 
Kiweissgehalt umgekehrt proportional zu sein scheint.» Durch 
die beim Verrauchen der Brasil-Virginier-Cigarren beziiglich des 
Gehaltes an Nicotin resp. Stickstoffbasen erzielten Resultate 
scheint mir aber auch der experimentelle Beweis erbracht zu 
sein, dass es ganz unzuliissig ist, die im Tabakrauche  er- 
iiltelten Stickstoffbasen kurzweg als « Nicotin» anzusprechen. 
ts kann vielmehr keinem Zweifel unterliegen, dass eine er- 
hebliche Menge der im Rauche aufgefundenen Stickstoffbasen 
ius Pyridinbasen besteht, von welchen gewiss nur ein Theil 
von dem beim Rauchen zerstérten Nicotin herriihren kann, 
ein anderer, wahrscheinlich grésserer Theil, hingegen aus dem 
Kiweiss des Tabakes durch trockene Destillation entstanden 
sein muss. Ich habe bereits Versuche eingeleitet, diese Folge- 


ring direkt experimentell zu prtifen. 
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In gewissem Sinne kaum weniger interessant wie de, 


Vergleich der in der Rubrik 3. einerseits und der Rubrik 4 
andererseits der Tabelle IX enthaltenen Werthe gestaltet. sich 
der Vergleich der in der Rubrik 3. einerseits und der Rubrik 5 
andererseits der Tabelle IX enthaltenen Zahlen. 

Bildet man die Ditlerenzen aus den correspondirenden 
Zahlen dieser beiden Rubriken, indem man jene der Rubrik 5 
mit +, jene der Rubrik 3 mit — in Rechnung setzt, so er- 
failirt man die Grossen der Verdinderung, welche der Nicotin- 
gehalt resp. der Gehalt an Stickstoffbasen im unverrauchten 
Theile der Cigarre (Stumpf) durch das Rauchen erfahren hat. 
Diese gebildeten Differenzen sind in der Rubrik 8 der Tabelle JX 
enthalten. Ein Blick auf diese Tabelle lehrt, dass diese Diffr- 
renz nur bei zwei Versuchen, und zwar bei dem Versuche 7 
(Cuba-Portorico aus dem Verschleissbezirke Neutitschein) und 30 
(Virginier) negativ ausgefallen ist, dass demnach in diesen 
beiden Fiillen im Stumpf weniger Stickstoffbasen aufgefunden 
wurden, als der mittlere Nicotingehalt der betreffenden Cigarren- 
sorte betriigt. Wie indessen die Reehnung ergibt, betragt diese 
Differenz beim Versuche 7 nur 3/25, beim Versuche 380° weniger 
als 114 des mittleren Nicotingehaltes der betreffenden Cigarren- 
sorte. Diese beiden negativen Differenzen koénnen demnach 
wegen threr Geringfiigigkeit als in der Mangelhaftigkeit) cer 
Versuche begriindet) angesehen und im Folgenden  vernach- 
liissigt werden. 

Alle anderen Zahlen der Rubrik & sind positiv, d. h. be 
allen anderen 28 Versuchen wurden in dem unverrauchten 
Theile der Cigarre mehr Stickstoffbasen gefunden, als der 
mittlere Nicotingehalt der betreffenden Cigarre betriigt. 

Die mittlere Zunahme des Gehaltes an = Stickstoffbasen 
in den Stumpfen, gegeniiber dem = mittleren Nicotingehalte der 
betreffenden Cigarrensorte, lisst sich aus der folgenden kleinen 
Labelle, erste Rubrik, entnehmen, welche jene Grosse, bezogen 
auf den mittleren Nicotingehalt der Cigarrensorte, auch | 
Procenten (zweite Rubrik) enthéilt. 
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Nummer und Name | . 
der Cigarrensorte 





ee ee ee ee O.OLL7 H2%% 
E. Fertoniee. « 6 « «6 © 4 O.OL11 18 %Fo 
Ill. Cuba-Portorico . . . . . 0.0187 91 %/o 
a ee 76 Jo 
V. Panetelas (Havanna) .. 0.0107 HY oy 
VI. Britannica ..-...-| O60439 LOS ° 4 
Vil. Trapeco « «s+ « & » «| @ORS 73 %o 
VIII. Regalitas. .......{| O,0085 DY 0), 
IX. Brasil-Virginier . . . . .) OOL74 118 %o 
A CURIE Sx a ees A 0.0064 16° 


Aus dieser Tabelle, namentlich aus der zweiten Rubrik 
derselben, ergibt sich, dass die Menge der in den unverrauchten 
Enden ermittelten Stickstoffbasen bei acht Cigarrensorten ganz 
erheblich grésser ist, als der mittlere Nicotingehalt der be- 
trelfenden Sorten. Dieses Plus betriigt bei diesen 8 Sorten 59 (V) 
bis 118°%o (IX). Bet den beiden iibrigen Sorten betriigt das 
Plus 16°/o (X) und 29°/o (VIM). Auffallender Weise sind dies 
gerade jene Cigarrensorten, welche gegeniiber allen anderen 
in Betracht kommenden Cigarren den weitaus groéssten, zu- 
meist mehr als doppelt so grossen mittleren Nicotingehalt be- 
sitzen. Im Bau und in der Form sind diese beiden Sorten, 
wie ein Blick auf die friiher mitgetheilte Abbildung lehrt, vollig 
verschieden, Andererseits betriigt das Plus an Stickstoffbasen 
der Stumpfe gegentiber dem mittleren Nicotingehalt der Cigarren 
bel zwel Sorten mehr als 100°%/o, und zwar sind dies gerade 
diejenigen beiden Sorten, bei welchen im Verhiiltniss zu ihrem 
mittleren Nicotingehalte auch im Rauche erhebliche Mengen 
“tickstoffbasen nachgewiesen wurden. Es sind dies die mit VI 
Britannica) und IX (Brasil-Virginier) bezeichneten Cigarren. 
Da diese beiden Cigarrensorten im Bau und in der Form ebenso 
verschieden sind, wie jene beiden Sorten (VIII und X), bei 
‘elchen die entgegengesetzten Beobachtungen gemacht wurden, 
~O Kann mit Sicherheit gefolgert werden, dass die condensirende 
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und absorbirende Wirkung des unverrauchten Theiles dep 


Cigarre auf den Tabakrauch von der Form der Cigarre so gut 
wie vollig unabhiingig ist. Die Thatsache nun, dass bei den 
Cigarrensorten mit) dem grdssten mittleren Nicotingehalte 
(VII und X) im nichtverrauchten Theile eine auffallend geringe 
Anhiiufung der Stickstoffbasen des Rauches stattfindet, withrend 
sie bei zwei nicotinarmen Sorten (VI und IX) eine auffallend 
bedeutende ist, spricht mit Bestimmtheit daftir, dass diese 
Anhiiufung von Stickstoffbasen in den Stumpfen unmoglich vom 
Nicotingehalt in’ tberwiegendem Maasse abhiangen kann und 
vielmehr héchstwahrscheinlicher Weise mit dem Gehalte des 
Tabaks an Eiweissstoffen in innigem Zusammenhange steht. 
c) Vergleicht man endlich die mittleren Nicotingehalte der 
Cigarren (Rubrik 3 der Tabelle IX) mit den im = angesaugten 
Rauche ermittelten Mengen Stickstoffbasen (Rubrik 4), so er- 
gibt sich zuniichst, dass die letzteren durchwegs erheblic: 
kleiner sind als die ersteren, was durch die folgende Tabelle 
deutlich wird, in welcher die erste Rubrik per Gramm Tabak 
den mittleren Nicotingehalt der Cigarre, die zweite Rubrik 
den mittleren Gehalt des angesaugten Rauches an Stickstotl- 
basen per 1 g verrauchten Tabak, und die dritte Rubrik die in 
der zweiten enthaltenen Werthe in Procenten, bezogen aut den 
mittleren Nicotingehalt der betreffenden Cigarrensorte, enthiilt. 











Per ein Gramm Tabak Gehalt des 
—_— —————f Rauches an 
Cigarrensorte 1) mittlerer 2) mittlerer Stickstotl 
Nicotin- | stickstoftbasen | Daze” ie 
Beni des Rauches FOcemien 
bE nk sk Se we Sw ee 0.0188 | 0.0041 22% 
Hi: {POrteTIOO) «4 + s 6 es 00141 0.0046 33 ° 
Ill. (Cuba-Potorico) ..... 0.0151 0.0042 28 9/0 
LY. CORN). ke ee ew 0.0143 0.0046 32° 
V. (Panetelas [Havanna]) . . 0.0181 | 0.0042 23 0 
VI. (Britannica) . .....-. 0.0129 | 0.0039 30 0 
ee O,O161 0.0046 29°, 
Vil. (ROORERS) 4 3+ * G&S 0.0290 0.0048 
IX. (Brasil-Virginier). . .. . OO147 | 0.0099 , 67° fo 
. (Wigwiaiae) 6 ks ee 0.0399 | (0,0125 31°» 
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Wie ein blick auf die dritte Rubrik der vorstehenden 
gusammenfassenden Tabelle lehrt, betrigt die im angesaugten 
Rauche nachgewiesene Menge von Stickstoffbasen bei 9 Sorten 
17 bis 33°%/o, d. h. also zwischen '/6 und 2/6 des mittleren 
Nicotingehaltes der betreffenden Cigarrensorte. Nur eine Sorte 
IX, Brasil-Virginier) zeigt wieder ein stark abweichendes Ver- 
halten, indem die Menge der im angesaugten Rauche ermittelten 
Stickstoffbasen 67°/o oder ?/s des mittleren Nicotingehaltes 
dieser Cigarrensorte ausmacht. Die Erklirung fiir diese Ab- 
weichung liisst sich leicht in den friiher gemachten Aus- 
fiihrungen finden. 

Beriicksichtigt man die unter b) gemachten Ausfiihrungen, 
welche dahin gehen, dass es auf Grund der gemachten Be- 
obachtungen unzuliissig ist, die Gesammtmenge der im ange- 
saugten Tabakrauche aufgefundenen Stickstoffbasen kurzweg 
als Nicotin zu bezeichnen, so gelangt man zu dem bestimmten 
Resultate, dass von dem in den Cigarren enthaltenen Nicotin 
ein verhiiltnissmiissig nur kleiner Theil in den angesaugten 
Theil des Tabakrauches tibergeht. Dieses Ergebniss steht, 
wenn auch nicht gerade in vollstiindigem Widerspruche, so 
doch auch nicht im Einklange mit der bisher allgemein ver- 
breiteten Anschauung, dass ein relativ grosser Antheil des 
Nicotins in den Rauch tibergeht. Von einem vollstandigen 
Widerspruche kann deshalb nicht ohne Weiteres  gesprochen 
werden, weil bei allen friiheren Untersuchungen der continuir- 
lich wirkende Aspirator angewendet worden ist, also die Ge- 
sammtmenge des Tabakrauches in Untersuchung gezogen wurde, 
wihrend bei dem von mir intermittirend bewirkten Kauchen 
nur der vom Aspirator angesaugte Theil des Rauches fir die 
Untersuchung in Betracht gezogen wurde. Da ich indessen 
lriiher schon dargethan habe, dass der angesaugte Theil des 
hauches mindestens die Haifte des Gesammtrauches bei allen 
Versuchen ausgemacht hat, so kann es kaum einem Zweifel 
unterliegen, dass das von mir erzielte Resultat mit der bisher 
allgemein verbreiteten Anschauung, welche insbesondere auch 
von Kissling vertreten wird (Tabakkunde, 5. 258), nicht in 
Kinklang gebracht werden kann. 

X* 
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Das von mir erzielte Resultat steht aber auch, wie mip 





scheint, mit verschiedenen, allgemein bekannten Thatsachen 
besser im Einklang, als die Lehre, dass ein relativ grosser 
Antheil des Nicotins in den Rauch tibergeht. Ich will einige 
dieser ‘Thatsachen einer kurzen Besprechung unterziehen. 

Alle Litteraturangaben stimmen darin iiberein, dass das 
Nicotin im ‘Tabak in welchselnder Menge, an Aepfel- oder 
Citronensiiure gebunden, enthalten ist. Ebenso unzweifelhatt 
ist es durch die vorliegenden Beobachtungen sicher gestellt, 
dass das Nicotin, obwohl es eine starke zweisiurige Salzbasis 
ist, in den meisten Salzen als einsiiurige Basis auttritt, so 
zwar, das Kissling in sehr kennzeichnender, wenn auch nicht 
ganz zutreffender Weise sagen kann, «dass das Nicotin sich 
gegeniiber Wasserstoffsiiuren zweibasisch, den Sauerstoffsiiuren 
gegeniiber einbasisch verhilt». Im Hinblick auf dieses Ver- 
hiiltniss, sowie mit Rticksicht auf den Umstand, dass der (Ce- 
halt an «wasserfreier Aepfel- und Citronenséure in der wasser- 
freien Trockensubstanz des Tabaks 10—14°/o betriigt» (Kiss- 
ling, Tabakkunde, S. 43), wozu noch an sauren Bestandtheilen 
{—-2°/o Oxalsiiture sowie Gerbsiiure, Salpetersiiure, Schwelel- 
siiure und Chlor kommen, deren Menge zusammen wieder 
(~—H%/o betragen kann, wird die Annahme berechtigt sein, 
dass das Nicotin im Tabak in Form der sauren Salze der 
Aepfel- uud Citronensiiure enthalten ist, trotzdem der Gehalt 
der Tabakblitter an basischen Mineralsubstanzen, wie ial, 
Natron, Kalk, Magnesia und Eisenoxyd, bezogen aut die 
Trockensubstanz der Tabakbliitter, 13°/o und selbst dartiber 
betragen kann. 

Aehnliches liisst sich wohl auch beziiglich der Nicotinsalze 
in den fermentirten Tabaken behaupten, allerdings mit dem 
Unterschiede, dass in diesen die Aepfel- und Citronensiure 
durch Bernsteinsiiure, Fumarsiiure, Buttersiiure, Essigsiuue 
und andere niedrige Glieder der Fettsiiurereihe ersetzt sind. 
Vergleicht man nun die Nicotinsalze der genannten Siiuren in 
Beziehung auf ihr Verhalten gegen hodhere Temperaturgrade 
mit den Ammonsalzen dieser Siiuren, so. liisst) sich zuniiclis! 
Folgendes constatiren: 
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Beztiglich der Ammonsalze fast all der genannten orga- 
nischen Séuren ist experimentell festgestellt, dass sie beim 
geniigend starken Erhitzen nicht wie das Chlorammonium in 
freie Shure und Ammoniak zerfallen, sondern in der Regel in 
Amido- und Imidoderivate tibergehen, so dass auf dieses Ver- 
halten eine ziemlich hiiufig anwendbare Methode zur Dar- 
stellung von Amido- und Imidoverbindungen organischer Siiuren 
begriindet werden konnte. Beztiglich der in betracht kommenden 
Siiuren sei im Speciellen daran erinnert, dass das saure, iipfel- 
saure Ammon beim Erhitzen in Fumarimid, die beiden Ammon- 
salze der Bernsteinsiiure in Sucecinimid, das Ammonsalz der 
Buttersiure in Butylamid tbergehen u. s. w. 

Wenn nun auch zugegeben werden muss, dass bisher der 
experimentelle Beweils fehlt, dass die Nicotinsalze organischer 
Siiuren sich den Ammonsalzen derselben iihnlich verhalten, so 
wird es andererseits denn doch als unwahrscheinlich bezeichnet 
werden kénnen, dass sich die Nicotinsalze organischer Siiuren 
cegeniiber den Ammonsalzen so voOllig verschieden verhalten, 
dass, wiihrend bei den letzteren die Salzbasis an dem Zerfall 
der Salze unter dem Einflusse hoher Temperaturgrade in her- 
vorragender Weise betheiligt ist, bei den Nicotinsalzen nur 
der saure Antheil Zersetzung erfahrt, der basische hingegen, 
also das Nicotin, ganz unverandert abdestillirt, obwohl fest- 
cestellt ist, dass Nicotindampf, durch ein rothgliihendes Rohr 
veleitet, eine tiefgreifende Zersetzung erliihrt. 

Dass ein Vergleich der Nicotinsalze organischer Siiuren 
mit den analogen Ammonsalzen in Bezug auf ihr Verhalten 
gegentiber hohen Temperaturgraden nicht unzuliassig sein kann, 
liisst sich, wie ich meine, durch eine Gegeniiberstellung zu 
dem Verhalten der Salze des Trimethylamins darthun. Das 
Trimethylamin gehirt, wie das Nicotin, zu den tertiiéren Salz- 
basen, steht in Beziehung auf seinen ganzen chemischen Habitus 
von allen tertiiiren Basen dem Ammoniak am _ niichsten und 
zeigt in Beziehung auf das Verhalten seiner Salze bei hohen 
Temperaturgraden gegeniiber den Ammonsalzen eine Ver- 
<chiedenheit, welche kaum in dem Sinne gedeutet werden 
kann, dass die Nicotinsalze bei hoher Temperatur in freie 
Saure und freies Nicotin zerfallen, wie dies bei Ammonsalzen, 
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z. B. beim Salmiak, der Fall ist, welcher bei 350° schon voll- 
stiindig in Chlorwasserstoffsiiure und Ammoniak dissociirt. ist. 
Demgegeniiber ist sichergestellt, dass das salzsaure Trime- 
thylamin bei 285° nach der Gleichung 3 N(CH,), -HCl — 
N(CH, JH, - HCl + 2N(CH,), -- 2CH,CI zerfallt, d. h. wahrend das 
salzsaure Ammoniak vollstindig in Chlorwasserstoff und Am- 
moniak zersetzt wird, werden beim salzsauren Trimethylamin 
nur */3 als tertiiire Salzbase und der Rest theils als salzsaures 
Monomethylamin, theils als Methylchlorid abgeschieden. Nach 
der allgemeinen Erfahrung, dass Zersetzungen organischer 
Substanzen durch Wiirme sich um so verwickelter gestalten, je 
verwickelter der Bau des Molekiils und je grésser das Mole- 
kulargewicht ist, wird die Folgerung berechtigt erscheinen, dass 
es mindestens unwahrscheinlich ist, dass bei der trockenen 
Destillation von iipfelsaurem oder citronensaurem Nicotin die 
Hauptmenge des Nicotins als solches abgeschieden wird und 
die Zersetzung der Salze sich demgemiiss, wenigstens in Be- 
ziehung auf das Nicotin, hochst einfach gestaltet. Man kann 
dagegen nicht einwenden, dass die neutralen Ammonsalze melir- 
basischer Séuren sich sehr hiiufig anders verhalten, als das 
Chlorammonium, das salzsaure Trimethylamin u. s. w. Viele 
neutrale Ammonsalze mehrbasischer Siiuren zerfallen in der 
That beim Erhitzen so, dass sie einen Theil des Ammoniaks 
verlieren und in saures Salz iibergehen. So zersetzt sich das 
neutrale Ammoniumsuccinat nach der Gleichung 


; ; : ma fee i 
CH,(CO, - NH,). == C,H ; NH.. 
ail, 2 4/2 2 *‘\CO,H — 3 


Beispiele iihnlicher Zersetzungen finden sich bei den 
neutralen Ammonsalzen mehrbasischer, organischer Siiuren der 
verschiedensten homologen Reihen, und es scheint mir darum 
der Gedanke vollberechtigt, dass sich auch das neutrale Nicotin- 
salz der zweibasischen Aepfelsiiure und das der dreibasischet! 
Citronensiiure analog verhalten. Dass bei der trockenen Destil- 
lation, z. B. des neutralen, apfelsauren Nicotins, das Nicotin 
zur grosseren Hiilfte als soleches in das Destillat) iibergehen 
wird, ist wahrscheinlich, nachdem erwartet werden kann, (dass 
der Uebergang des neutralen in das saure Nicotinmalat schon 
bei verhiiltnissmiissig niedriger Temperatur erfolgt, die Hilite 
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des Nieotins dabei in das Destillat itibergeht und ein Theil des 
im sauren Nicotinmalat enthaltenen Nicotins im Destillat) zu 
diesem noch hinzukommt, wenn das saure Salz bei steigender 
Temperatur Zersetzung erfihrt. Aehnliches liasst sich beztiglich 
des neutralen Nicotincitrates annehmen. 

Dass diese Moglichkeiten indessen sich «auf den vor- 
liegenden Fall nicht anwenden lassen, kann ich mit dem Hin- 
weise darthun, dass wir von den Sauerstoffsiuren tberhaupt 
und insbesondere von den mehrbasischen, organischen Saéuren 
von bestiindigen Salzen nur saure Nicotinsalze kennen, wie 
z. B. das Nicotindioxalat (C,,H,,N,-2C,H,O, + 2H,0) und dass 
ich schon friiher gezeigt habe, dass die Mengenverhialtnisse 
zwischen sauren und basischen Bestandtheilen im Tabak solche 
sind, welche es an sich wahrscheinlich erscheinen lassen, dass 
das Nicotin im Tabak als saures Salz enthalten ist. 

Eine andere allgemein bekannte Thatsache ist die, dass 
Nicotindiimpfe eine idiusserst reizende Wirkung auf die Schleim- 
hiiute der Athmungswege austiben. Nach Kissling macht die 
Verdampfung von einigen Tropfen Nicotin die Luft eines 
Zimmers vollig unathembar. (Tabakkunde 8. 263.) 

In einer meiner friiheren Darlegungen habe ich auf Grund 
meiner Beobachtungen dargethan, dass beim Verrauchen einer 
mittleren Cigarre von 5,5 g Gewicht im Durchschnitt etwa 
3.5 Liter Rauch entwickelt werden, wovon beim intermittirenden 
Rauchen etwa die Hélfte vom Raucher angesaugt wird. Nimmt 
man nun an, dass von dem angesaugten Rauche das Nicotin 
der Hauptmenge nach in der Mundhoéhle des Rauchers zurtick- 
gehalten wird, so kann gesagt werden, dass von dem Nicotin 
des Rauches etwas mehr direkt in die Luft des Locales, in 
welchem das Rauchen stattfindet, tiibergeht. Bel einer Cigarre 
von 5,9 g Gewicht und 2°/) Nicotingehalt wiirde das den 
Lebergang von ca. 0,05 g Nicotin in die Zimmerluft unter der 
einzigen Voraussetzung bedeuten, «dass ein relativ grosser 
Theil des Nicotins in den Rauch iibergeht>. Wenn man nun 
noch annimmt, dass die 0,05 g Nicotin einen Tropfen repriisen- 
tieren, eine Annahme, die sich von der Wahrheit nicht  all- 
zuweit entfernen dirfte, dann miisste das Verrauchen von 
o—4 Cigarren der gekennzeichneten Qualitét geniigen, «um 
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die Luft eines Zimmers ebenso voOllig unathembar zu machen. 
wie einige Tropfen Nicotin». Die Erfahrung lehrt jedoch, dass 
das nicht der Fall ist. Raucher und Nichtraucher werden mir 
zustimmen, wenn ich behaupte, dass die Luft eines Zimmers 
schon durch das Verrauchen von 3—4 Cigarren in ihrer Qualitiit 
keineswegs soweit verschlechtert wird, dass sie als vollig un- 
athembar bezeichnet werden kénnte. Uebrigens ist die Wir- 
kung selbst der durch geringe Mengen von reinem Nicotindampt 
verunreinigten Luft wenigstens auf die Schleimhéute meiner 
Athmungsorgane viel unangenehmer als die Wirkung von Luft, 
welche durch den Rauch von Cigarren verunreinigt wurde. 

Ich glaube deshalb folgern zu k6nnen, dass es in Ueber- 
einstimmung mit den von mir erhaltenen analytischen Daten 
auch mit Riicksicht auf die gekennzeichneten Wahrnehmungen 
nicht richtig sein kann, dass ein relativ grosser Theil des 
Nicotins in den Rauch unveriindert tibergeht. 

Alle diese meine Ausfiihrungen kOnnen und sollen keines- 
wegs den Zweck verfolgen, die Schiidlichkeit oder Unschiidlich- 
keit des Tabakrauches darzuthun. Sie kénnen und _ sollen es 
schon aus dem Grunde nicht, weil es, nach meiner Auffassung, 
unmodglich Sache des Chemikers sein kann, die Wirkungen 
des Tabakrauches auf den menschlichen Organismus zu studiren. 
Der Chemiker soll sich naturgemiiss darauf beschriinken, die 
Frage zu beantworten, welche Stoffe im Tabakrauche enthalten 
sind, in welechen Mengenverhiltnissen sich die einzelnen be- 
standtheile finden, woran sich beziiglich einzelner Rauchbestand- 
theile, wie der Pyridinbasen, Untersuchungen daritiber anschliessen 
konnen, aus welchen Bestandtheilen des Tabaks jene Stotle 
beim Rauchen entstehen und welche Umstiinde ihr Auftreten 
im Rauch zu begiinstigen vermégen. Aufgabe des Physiologen 
muss es dann sein, die vom Chemiker festgestellten Resultate 
dahin zu ergiinzen, dass er den Einfluss der verschiedenen 
Rauchbestandtheile auf den Organismus des Rauchers nav) 
ihrer Qualitiit und Menge untersucht. 

Indem ich glaube, dass ich bei meinen Untersuchungen 
und den daran gekniipften Ausfiihrungen stets innerhalb der 
dem Chemiker gezogenen Grenzen geblieben bin, glaube ich 
diese Grenzen auch nicht zu tiberschreiten, wenn ich in iilin- 
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licher Weise, wie ich es beziiglich des Nicotins gemacht habe, 
einige Bemerkungen tiber die gasfOrmigen Bestandtheile des 
Tabakrauches mache. Diesbeziiglich scheint es mir nicht un- 
interessant, Untersuchungen dariiber anzustellen, ob das Kohlen- 
dioxvd und das Kohlenoxyd des Tabakrauches tiberwiegend 
als Produkte der Verbrennung oder der trockenen Destillation 
der organischen Substanz der Cigarren angesehen werden 
miissen. Die in der Tabelle VII enthaltenen Zahlen  bilden 
ein geeignetes Material, um dieser Frage niiher zu_ treten. 
Liisst man die Zahlen dieser Tabelle, welche das verbrauchte 
Aspiratorwasser per 1 Gramm verrauchter Cigarren angeben, 
als Gesammivolumen der angesaugten, gasfOormigen Rauch 
bestandtheile bei Zimmertemperatur gelten, und reducirt man 
dieses mit Wasserdampf gesiittigte Gesammtgasvolumen, wie 
auch die auf Kohlendioxvd, Sauerstoff und Kohlenoxyd_ beziig- 
lichen Werthe auf wasserfreie Gase, so erhilt man Zahlen- 
werthe, welche in den ersten vier Rubriken der folgenden 
Tabelle zusammengestellt sind, wihrend die fiinfte Rubrik jene 
Luftmengen enthalt, welche sich aus den auf Sauerstoff beziig- 
lichen Angaben nach dem Verhiiltniss 21 Volumen Sauerstoff 
zu 100 Volumen Luft rechnen lassen. 





1 Gramm Cigarre gibt im Mittel | Der ge- 





funde- 

Name nicht von den nicht condensir- sca 

ee baren Rauchbestand- a ng' 

der haan theilen entfallen auf VaRST- 

sirbaren — stoff 

Cig: wee Rauch Kohlen- Sauer- Kohlen-| ent- 
-lgarrensorte ‘ dioxyd — stoff oxyd | spricht 
trockene 

im wasserfreien Zustande Luft 

I. Kurze ‘gem. Auslinder 911 4Y 132 12? 629 
Il. Portorico 393 i) 21) 11 OS 
lil. Cuba-Portorico 297 64 ‘y 13 45 
IV. Operas PRT 62 10 1s 48 
\Y. Panetelas (Havanna) 442 47 52 13 248 
VI. Britannica 546 74 14 17 66 
Vil. Trabuco 31s 69 13 17 2? 
VIll. Regalitas 2AD yD 11 13 a 
IX. Brasil-Virginier 872 19 161 a 768 
X. Virginier 1284 6] 229 17 L090 


Aus den Daten der vorstehenden Tabelle liisst sich. wie 
leicht verstiindlich. der beim Verrauchen des Tabaks zuriick- 
gebliebene Luftstickstoff und aus diesem der zur Verbrennung 
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von 1g Cigarre verbrauchte Luftsauerstoff nach dem Verhiilt- 
niss 79:21 berechnen. 

Die nachfolgende Zusammenstellung enthalt in der ersten 
Rubrik diese Mengen Sauerstoff in Cubikcentimetern per 1 Gramm 
Cigarre der betreffenden Sorte und in der zweiten Rubrik die 
durch die aufgefundenen Mengen von Kohlendioxyd und Kohlen- 
oxyd reprisentirten Mengen Sauerstoff der beziiglichen Sorte. 





Name Beim Sauerstoff, in 
aia Verrauchen dem CO, 

" verbrauchter und dem CO 
Cigarrensorte Luftsauerstoff enthalten 





I. Kurze (gemischte 


Auslinder) a9 DD 

Il. Portorico D6 RI 
Hl. Cuba-Portorico t7 71 
IV. Operas 42 | 71 
V. Panetelas (Havanna) 36 | 53 
VI. Britannica DO 82 
Vil. Trabueo 4Y 73 
VII. Regalitas | 36 | 61 
IX. Brasil-Virginier 21 22 
X. Virginier | 31 69 


Wie ein Blick auf die vorstehende Tabelle lehrt, sind 
bei allen Cigarrensorten bis auf die mit «I» (kurze) bezeichneten 
die aus dem Gehalt des Rauches an Kohlendioxyd und Kohlen- 
oxvd gerechneten Sauerstoffmengen durchwegs grésser, als 
der beim Verrauchen verbrauchte Luftsauerstoff, dessen grisste 
Menge (Cigarrensorte I, 59 ccm.), wie die Rechnung lehrt, 
kaum ausreicht, um 0,01 g Wasserstoff oder 0,03 g Kohlenstol! 
der organischen Substanz der Cigarre zu Wasser resp. Kohlen- 
dioxyd zu verbrennen. 

Wenn man nun aus den bei einer friiheren Gelegenhei! 
entwickelten Griinden das gegeniiber den meisten anderen 
Cigarrensorten stark abweichende Verhiiltniss der Zahlen der 
ersten zu den Zahlen der zweiten Rubrik bei der Sorte -! 
(kurze) und auch jenes der Sorte «IX» (Brasil-Virginier) ausser 
Betracht liisst, so ergibt sich, dass die Menge des durch das 
Kohlenoxyd und Kohlendioxyd repriisentirten Sauerstoffes die 
zur Verbrennung verbrauchte Luftsauerstoffmenge bei den noch 
in betracht kommenden acht Sorten um anniithernd 62°) iiber- 
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-teigt, womit gesagt ist, dass das Kohlenoxyd nebst einem 
Theile des Kohlendioxyds des angesaugten Tabakrauches nicht 
durch Verbrennung, sondern durch trockene Destillation ent- 
-tanden ist, ein Umstand, der, wie mir scheinen will, insofern 
volle Beachtung verdient, als dadurch und zwar in Ueberein- 
stimmung mit mannigfaltigen anderen Beobachtungen der 
beim Rauchen von Cigarren stattfindende chemische Vorgang 
in der Hauptsache als trockene Destillation gekennzeichnet 
wird, bei welcher nur in untergeordnetem Grade auch Ver- 
hrennung stattfindet. 

Dieser Auffassung entsprechend miisste der Rauchprocess 
in der Weise verlaufen, dass zuniichst beim Anziinden der 
Cigarre trockene Destillation eingeleitet und diese sodann 
durch Verbrennung eines Theiles der organischen Substanz 
mittelst hinzutretender Luft weitergefiihrt wiirde. Dieser Auf- 
fassung nach entstiinde als Destillat der gesammte Tabakrauch 
der condensirbare und der nicht condensirbare Antheil) und 
der Destillationsriickstand, welch letzterer sich aus der ge- 
suammten Mineralsubstanz (Asche) und der in derselben fein 
vertheilten, hauptsiichlich aus Kohlenstoff bestehenden, ver- 
kohlten, organischen Substanz zusammensetzen wiirde. Bei 
der Fortftthrung des Rauchprocesses durch das Ansaugen kiime 
hauptsiichlich diese fein vertheilte, verkohlte, organische Sub- 
stanz als brennmaterial in Betracht. Chemische Processe. 
welche in der gekennzeichneten Art verlaufen und deren 
charakteristisches Merkmal darin besteht, dass durch die Ver- 
brennung eines kleinen Theiles der organischen Substanz die 
Hauptmenge der letzteren trockene Destillation erleidet, sind 
in der chemischen Technik mehrfach bekannt. Ich erinnere 
diesbeziiglich nur an die Verkohlung des Holzes in den Kohlen- 
mielern, bei welchen es allerdings ausschliesslich auf die Ge- 
winnung des Destillationsriickstandes, also der Holzkohle, ab- 
gesehen ist, wiéhrend beim Tabakrauchen das _ angestrebte 
Produkt im Destillat, d. i. dem Tabakrauch besteht. Mit dieser 
Auffassung steht die verhiiltnissmiissig sehr reichliche Bildung 
von Rauchteer, das constante Auftreten von Kohlenoxyd selbst 
bei einem sehr grossen Luftiiberschuss im angesaugten Rauche, 
das Auftreten von Stickstoffbasen im Teer des angesaugten 


































J. Habermann. 


Rauches in so reicher Menge, dass diese das Gesammtgewicht 
des Nicotins des verrauchten Theiles der Cigarre  tibertrifft, 
der stetige Gehalt des Tabakrauches an Schwefelammoniun 
und kohlensaurem Ammon in sehr guter Uebereinstimmung. 


Alle diese Thatsachen und das Auftreten aller der genannten 
Substanzen lassen sich durch die Annahme der trockenen 
Destilation der im Tabak enthaltenen Salze nicht fliichtiger, 
organischer, mehrbasischer Siiuren, wie z. B. der Oxalsiiure. 
der Nicotinsalze, der stickstoff- und schwefelhaltigen Eiweiss- 
stoffe als beim Rauchen vorherrschenden Process im Sinne 
obiger Ausfiihrungen in ungezwungener Weise erkliiren, und 
es werden deshalb die gemachten Bemerkungen nicht als 
iiberfltissig oder gezwungen angesehen werden kOnnen. 

Dabei muss ich allerdings zugestehen, dass es den yon 
mir durch die Analyse ermittelten Zahlenwerthen nicht selten 
an der gewiinschten Genauigkeit fehlt und dass auch die von 
mir benutzten analytischen Methoden keineswegs einwandfrei 
sind. Meine ganzen Ausfiihrungen beweisen, dass ich mir 
dieser Miingel vollig bewusst war und bin, und ich kann mich 
diesbeziiglich mit dem Hinweise begniigen, dass ich durch 
hiiufige Wiederholung der Versuche, wenn modglich unter etwas 
geiinderten Versuchsbedingungen, bemiht war, der Unvoll- 
kommenheit der Methode entgegenzuwirken. 

Am Schlusse meiner Darlegungen will ich darauf  hin- 
weisen, dass ich bet jedem Abschnitte meiner Untersuchung 
die betreffenden Resultate in kurzen Bemerkungen zusammen- 
eefasst habe und mich deshalb nunmehr darauf beschriinken 
kann, zu sagen, dass das Hauptresultat meiner Arbeit darin 
besteht, dass ich den Nachweis erbracht habe, dass beim 
intermittirenden Rauchen von Cigarren, von dem in der ver- 
rauchten Cigarre enthaltenen Nicotin nur ein verhéltnissmiissig 
kleiner Theil in den angesaugten Rauch tibergeht. 

Dass die Untersuchung des beim gewohnlichen Pteifen- 
rauchen entwickelten und angesaugten Rauches in Bezug au 
die Qualitiit. der Rauchbestandtheile und den Verlauf des 
Rauchprocesses zu Resultaten  fiihren wird, welche den beim 
Cigarrenrauchen erhaltenen iihnlich sein werden, kann oline 
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Weiteres angenommen werden, wozu ich bemerke, dass nach 
einigen Vorversuchen das Rauchen mit der Wasserpfeife zu 
erheblich verschiedenen Ergebnissen fiihren diirfte. Inwieweit 
das eine oder das andere beim Rauchen von Cigarretten der 
Fall ist, liisst sich, wie mir scheint, a priori nicht sagen und 
hildet deshalb den Gegenstand einer von mir bereits ein- 
geleiteten, besonderen Untersuchung, die ich mir vorbehalten 
will. Ebenso habe ich beziiglich der Ermittelung der sauren 
Bestandtheile des Cigarrenrauches mit Einschluss der Blau- 
siiure, wie ich schon friiher bemerkt habe, verschiedene 
Beobachtungen gemacht, die ich nunmehr fortfiihre und dem- 
nichst zam Abschluss zu bringen hoffe, um dadurch das meiner 
Arbeit unterlegte Programm in thunlichster Vollstiindigkeit zu 
erledigen. 


Wiihrend der Drucklegung des vorstehenden Elaborates 
wurde ich von befreundeter Seite darauf aufmerksam gemacht, 
dass vor kurzer Zeit von H. Thoms eine Arbeit «Ueber die 
Rauchprodukte des Tabaks» erschienen ist, deren Titel, wenn 
nicht auf den gleichen, so doch auf einen iihnlichen Inhalt 
schliessen liisst. Ich habe diese Arbeit, welche in dem 
‘Bericht der deutschen pharmaceutischen Gesellschaft» (X. J. 
1900, 5S. 19) erschienen ist, seither gelesen und finde, dass 
sich dieselbe nach Plan und Arbeitsmethode ebenso stark an 
die von mir eingehend gewiirdigte Publication von Kissling 
anlehnt, wie sie sich von meiner vorstehend mitgetheilten 
Arbeit unterscheidet. 

Am stiirksten tritt dies dadurch hervor, dass das Ver- 
rauchen der Cigarre von H. Thoms geradeso wie von Kiss- 
ling continuirlich, von mir hingegen, wie beim Gewohnheits- 
rauchen intermittirend ausgefiihrt wurde. Da nun auch die 
von H. Thoms mitgetheilten Resultate mit den von mir er- 
zielten in keinem Widerspruch stehen und sich im zweiten 
Theil der Abhandlung auf eine ganz specielle Cigarrensorte 
Wendt’s Patentcigarren Nr. 15 Delicados und Nr. 31. Tor- 
pedo) beziehen, finde ich keine Veranlassung, auf diese Arbeit 
niher einzugehen. 







































Ueber die Autolyse der Lunge. 


Von 
Dr. Martin Jacoby, Assistenten des Instituts. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaction zugegangen am 15. Juni 1901.) 


Bei Gelegenheit von Untersuchungen tiber die chemischen 
Umsetzungen im Lungengewebe habe ich im Zusammenhang 
mit anderen Fragen auch geprtifft, ob die Eiweisskorper der 
Lunge durch Autolyse gespalten werden. Abgesehen von dei) 
besonderen Gesichtspunkte der Lungenphysiologie und Lungen- 
pathologie!) aus ist es von allgemein-physiologischem Interesse, 
festzustellen, welche Verbreitung die autolytischen Processe im 
Organismus haben. Diese Seite der Frage ist es, die mich 
schon jetzt vor Abschluss meiner Lungenstudien veranlasst. 
die Beobachtungen tber Lungenautolyse mitzutheilen. Wiahrend 
nimlich Jahre lang nur die von Salkowski?) entdeckte Leber- 
und Muskelautolyse bekannt gewesen war, haben neuerdings 
Hedin und Rowland#*) auch in der Milz Autolyse nachge- 
wiesen, nachdem dieselbe schon durch Gulewitsch’s4) Arginin- 
befund in der Milz wahrscheinlich geworden war. 

Meine Untersuchungen wurden an Schweinelungen aus- 
sefiihrt. 

Die Organe wurden unmittelbar nach dem Schlachten der Thiere 
ins Laboratorium gebracht, zerhackt, abgewogene Mengen in Toluolwasse: 
gethan und in den Briitschrank gestellt; andere Portionen wurden sotor' 
verarbeitet. 

Die Gemische wurden mit stickstofffreiem Zinksulfat bis zur 
Sittigung unter Zufiigung einiger Cubiccentimeter Schwefelsaiure versetzt. 
im Filtrat der Gesammtstickstoff bestimmt. 

In einem 10ti&gigen Versuche (12.—22. Juni 1900), bei dem jede 
Portion 80 g betrug, wurden gefunden als aussalzbarer (Eiweiss-)Stickstoff : 


1) Anm. bei der Correctur: In einer soeben erschienenen Arbeit 
berichtet Fr. Miiller (Verhandlung der Naturforschenden Gesellschaft in 
Basel, Bd. XIIL Heft 2) iiber interessante Versuche, welche die Losung 
des pneumonischen Infiltrates auf sehr intensive autolytische Vorgiinge 
zuriickfiihren. Miiller stellt dieselben mit den von mir beschriebenen 
Leberveriinderungen bei der Phosphorvergiftung in Parallele.., 

2) Zeitschr. f. klin. Med. 1891. Suppl. 

3) Zeitschr. f. physiologische Chemie, Bd. XXXII. 1901. 
4) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXX. 1900. 
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Vor der Autolyse 95,39° 0 des Gesammt-N 
Nach > 75.009)» ; 
In einem 20ti&gigen Versuche (21. Juni—11. Juli 1900) mit 50 ¢: 
Vor der Autolyse 94,34°0 des Gesammt-N 
Nach » > 71,33°%o >» . 
Daneben nimmt, wie ich das friiher auch bei der Auto- 


lvse der Leber beobachtet habe, der durch Magnesia austreib- 
hare Stickstoff zu. 

Von einem sofort nach dem Schlachten hergestellten Schweinelungen- 
saft werden Portionen von Je 20 ccm. abgemessen und mit Toluol versetzt. 
Am ersten Tage 28. Juli 1900 wird kein Magnesia-N. gefunden 

Am 30. Juli 1900 0.0022 ¢ 
Am 3. August 1900 0,0035° » > 

Aus frischem Lungenbrei liess sich Leucin und Tyrosin_ nicht 
isoliren, Wohl aber aus autolysirtem. Das Tyrosin wurde in schdnen 
Kiischeln erhalten, die intensive Millon’sche Reaction gaben. Die Leucin- 
kugeln gaben beim Kochen mit Kupfercarbonat eine blaue, triibe Lisung, 
das Filtrat war blau, wurde eingeengt und lheferte beim Auskrystallisiren 
blaue rhombische Tafeln. 

Griibler!) hat in Drechsel’s Laboratorium bereits 1875 
in der Lunge Leucin gefunden, und zwar schon in der ganz 
frischen, gréssere Mengen einige Stunden nach dem Tode. 
Beim Studium der Arbeit gewinnt man den Eindruck, dass der 
Verfasser die Bedeutung autolytischer Vorgange fiir den inter- 
mediiren Stoffwechsel nicht unterschatzt hat. 

Im Lungengewebe ist also Spaltung durch Auto- 
lvse nachweisbar, wenn auch ihr Umfang nicht so erheblich 
ist, wie in der Leber. Voraussichtlich wird man ihnliche 
Processe auch in anderen Organen auffinden, die bisher noch 
nicht untersucht worden sind.?) 

Nach den Vorstellungen, die ich friiher auf Grund meiner 
Leberversuche%) entwickelt habe, ist die Autolyse als eine phy- 
slologische Zellfunction von grosser Wichtigkeit anzusehen und 
war a priori eine gréssere Verbreitung dieser Function im 
Organismus sehr wahrscheinlich. 

1) Berichte tiber die Verhandlungen der Siichs. Gesellsch. d. Wissen- 
schaften. Leipzig 1875 (Arbeit. aus der Physiologisch. Anstalt zu Leipzig). 

~) Anm. bei der Correctur: In einer soeben erschienenen Arbeit 
teilen Hedin und Rowland (diese Zeitschr. Bd. 32, Heft 6) mit, dass sie 
auch in der Niere, den Lymphdriisen und im Herzmuskel Autolyse nach- 
Weisen konnten. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXX. 1900. 








Ueber das erste Auftreten der Aldehydase bei Saugerembryonen. 
Von 


Dr. Martin Jacoby, Assistenten des Instituts. 


Aus dem pharmakologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaction zugegangen am 15. Juni 1901.) 


So liickenhaft, wie unsere Kenntnisse iiber den  Stolf- 
umsatz wiihrend des embrvonalen Lebens im Allgemeinen sind, 
so spiirlich sind auch die Beobachtungen tiber das Vorkommen 
von Fermenten bei Embryonen.  Verhiiltnissmiissig am besten 


ist man — namentlich durch eine griindliche Untersuchung 
Langendorff's!) —— tiber das erste Auftreten der Fermente 


des Verdauungseanals unterrichtet. Nach diesen Arbeiten 
treten diese Fermente erst ziemlich spit auf. Es erscheint 
dieses Verhalten schon aus dem Grunde verstiindlich, weil sie 
wiihrend des intrauterinen Lebens kaum functioniren  diirften 
und daher eher Zymogene zu erwarten waren. 

Ueber das Auftreten der intracelluléren Fermente wihrend 
der Entwicklung ist noch weniger bekannt. Vielleicht ist daher 
eine Notiz iiber das erste Auftreten eines  intracellularen 
Oxydationstermentes, der Aldehydase, von einem gewissel) 
Interesse. 

Ueber die Oxydationsprocesse des Embryo hat) man 
einiges dureh Untersuchung des respiratorischen Gaswechsels 
erfahren: die neuesten Untersucher, Bohr und Hasselbach.’) 
nehmen fiir das Huhn und Meerschweinchen an, dass det 
Stoffwechsel des Embryo, gemessen durch Bestimmung (es 
respiratorischen Gaswechsels, pro Kilo ungefahr dieselbe Grosse 


1) Du Bois-Reymond’s Archiv 1879. 
2, Skandin. Archiv f. Physiologie. X. 1900. 
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erreicht, wie der der Mutter. Das gilt allerdings nur fiir iiltere 
Embryonen. 

Ob und von welcher Zeit an bei Embryonen Oxydations- 
fermente zu finden sind, dartiber ist nichts bekannt. — In 
neuester Zeit nimmt LOb!') an, dass die Oxydationsfermente 
hei der Entwicklung und Regeneration eine bedeutsame Rolle 
spielen. Sein Gedankengang ist folgender: «Spitzer hat 
festgestellt, dass die in Gewebsextracten enthaltenen Substanzen, 
welche die Sauerstoffiibertragung begiinstigen (Oxydations- 
fermente), zur Gruppe der Nucleoproteide gehéoren. Die Nucleo- 
proteide sind typische Kernstoffe. Alle diese Nucleoproteide 
enthielten Eisen. Wir wissen, dass gerade Eisensalze gecignet 
sind, katalytisch die Oxydationen zu befordern. Es ist kein 
(rund vorhanden, zu bezweifeln, dass, was fiir die wiisserigen 
Extracte der Zellen gilt, auch fiir Nucleoproteide der lebendigen 
Zellen gilt. Mac Allum hat in der Chromatinsubstanz der 
Zellkerne Eisen nachgewiesen. Die Arbeiten von Spitzer 
machen es also wahrscheinlich, dass der Kern das Oxy- 
dationsorgan der lebenden Substanz ist.» 

Frither habe ich?) gezeigt, dass man weder an der An- 
nalime eines einheitlichen Oxydationsfermentes festhalten kann, 
noch ein Beweis fiir die Nucleoproteidnatur der Oxydasen er- 
bracht ist. Jedenfalls aber fehlt bisher Jedwede experimentelle 
Grundlage ftir eine Auffassung der Kerne als «Oxydations- 
organe der lebendigen Substanz», wiihrend keineswegs die 
Moglichkeit eines solchen Verhaltens in Abrede gestellt werden 
soll. Weil die Arbeit L6Ob’s im Archiv fiir Entwicklungs- 
mechanik erschienen ist, so mége auch sein Schlusssatz hier 
wortlich wiedergegeben werden: «Es scheint mir deshalb, 
dass alle einstweilen bekannten Thatsachen sich der Vor- 
stellung unterordnen, dass der Kern das Oxydations- 
organ der lebenden Substanz sei; und dass kernlose 
Zellstieke nur deshalb nicht im Stande sind, zu rege- 
heriren, weil in ihnen die Oxydationsthitigkeit auf 


1) Archiv. f. Entwickiungsmechanik. Bd. 8. 1899. 


2) Virchow’s Archiv 1899 und Zeitschr. fiir physiol. Cheinie, 
bd. XXX, 1900. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIII. 
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ein zu geringes Maass heruntergesunken ist. Derartige 
Stiicke gehen langsam an Erstickung zu Grunde.» 

Meine Beobachtungen tiber die Aldehydase beziehen sich 
im Wesentlichen auf Schweineembryonen; bei 14 Embryonen 
von 2 em. grésster Liinge, die zusammen untersucht wurden, 
und bei & von 3 em. Liinge, deren Lebern und ebenso die 
entleberten Koérper zusammen verarbeitet wurden, liess_ sich 
Adehydase auch nicht in Spuren nachweisen, also bei Embryonen, 
bei denen bereits die erste Anlage des knoéchernen Skelettes 
vorhanden ist.) 

Embryonen zwischen 3 und 9 cm. habe ich nicht Ge- 
legenheit gehabt, zu untersuchen. bei solchen von 9 em. an 
fand ich in verschiedenen Stadien sowohl bei der Untersuchung 
ganzer Embryonen wie auch der isolirten Lebern eine reich- 
liche Salicylsiurebildung aus Salicylaldehyd. 

Die Aldehydase ist also bei jiingeren Embryonen in einem 
Entwicklungsstadium schnellen Wachsthums und _ intensiver 
Differenzirung der Organe nicht nachweisbar. Da es mehrere 
Oxydasen gibt, so ist es freilich mdglich, dass andere oxydirende 
Fermente schon vorhanden sind. Inwieweit dieselben aber 
Wachsthum und Entwicklung beherrschen, dariiber liisst sich 
zur Zeit jedenfalls nichts aussagen. Diese Zeilen bezwecken 
nur, darauf hinzuweisen, dass die Annahme einer die Ent- 
wicklung fordernden Function der Oxydasen im _ friihen 
Embryonalleben bisher noch nicht durch Beobachtungen gestiitzt 
ist; vor Allem aber soll die Thatsache mitgetheilt werden, 
dass bei jiingeren Saiugerembryonen eine Aldehydase 
nicht nachweisbar ist. 

Moglicher Weise ist in diesen Stadien das Ferment als 
Zymogen bereits vorgebildet. Sollte ich mir gelegentlich ge- 
niigendes Material jiingerer Embryonen verschaffen kénnen, s0 
werde ich diesen Punkt untersuchen, da es auf diesem Wege 
vielleicht gelingen kénnte, Zymogene der Oxydasen aufzufinden. 


1) s. Keibel, Studien zur Entwicklungsgesch. d. Schweines II. — 
Morphol. Arbeit. Bd. 5. 1898. 











Ueber ein gechlortes Casein und dessen Spaltung durch 
rauchende Salzsaure. 
Von 
Dr. Theodor Panzer, Assistent. 
‘Aus dem Universitats-Laboratorium fiir medicinische Chemie in Wien. 


(Der Redaction zugegangen am 28. Juni 1901.) 


In den bisher erschienenen Publicationen tiber halogen- 
haltige Eiweisskorper werden vorwiegend die Darstellung und 
teactionen dieser Verbindungen besprochen, wiihrend tiber 
Spaltungsversuche, welche Aufschluss tiber die Art der Bindung 
der Halogenatome im Eiweissmolekiil geben kénnen, nur ver- 
einzelte Angaben existiren. 

Darin stimmen alle Autoren tiberein, dass ein Theil des 
Halogens nur locker gebunden ist, wihrend ein anderer Theil 
selbst der Einwirkung von Alkalien widersteht. 

Eine einzige Abhandlung, und zwar aus dem Jahre 1875, 
beschreibt ausfiihrlich eine tiefgreifende Spaltung eines halogen- 
haltigen EiweissabkOmmlings, welche zu halogenhaltigen Spal- 
tungsprodukten ftihrte. W. Knop?) erhielt namlich durch 
Kochen von gebromtem Eiweiss mit wasseriger Bromwasser- 
stofisiure die von ihm Bromdioxyleucin-Ammon-bromtyrosin- 
siiure benannte Substanz C,.H,,Br,N,0, nebst einer stick- 
stofffreien Séure, deren Calciumsalz die Zusammensetzung 
CH, ,Br,Ca,O, hatte. 

Die im Folgenden beschriebene Untersuchung war bereits 
fertig gestellt, als eine Arbeit von Habermann und Ehren- 
feld?) erschien. In derselben wird die Darstellung eines 

1) W. Knop, Untersuchungen iiber die Eiweisskérper, chemisches 
Centralblatt, 1875, S. 395. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXXII Heft 5. 
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Theodor Panzer. 


Chloreaseins durch nascirendes Chlor beschrieben, sowie die 
Spaltung desselben durch Salzsiiure bei Gegenwart von Zinn- 
chloriir; von den Spaltungsprodukten haben die Verfasser nur 
die Glutaminsiiure abgeschieden. 

Zu meinen Versuchen diente auch ein gechlortes Casein, 
welches durch Einwirkung von Salzsiiture und Kaliumchlorat 
dargestellt war: das Produkt wurde durch concentrirte Salz- 
siiure in der Kochhitze gespalten, worauf die dabei entstehenden 
Produkte isolirt wurden. 

Jevor tiber diese Zerlegung berichtet wird, miissen zu- 
niichst die Darstellung, sowie die Eigenschaften desjenigen ge- 
chlorten Caseins, von welchem ausgegangen wurde, niher be- 
schrieben werden. Dies ist zur Charakteristik des betreffenden 
Priipirates unbedingt nothig, da schon kleine Abweichungen 
in der Darstellung eines gechlorten Eiweisskoérpers  betriicht- 
liche Unterschiede in den Eigenschaften und in der Zusammen- 
setzung zu bedingen scheinen. 

| kg Casein, welches nach Hammarsten’s Methode aus 
Milch dargestellt und so lange mit Aether unter wiederholtem 
Zerreiben extrahirt worden war, bis der Aether nichts mehr 
aufnahm, wurde mit 4 kg 20°/oiger Salzsiiure angeriihrt und 
in die breiige Masse unter Umrtihren 450 g gepulvertes chlor- 
saures Kalium in kleinen Portionen eingetragen, wobei das 
Gemisch sich stark erwirmte. Nach dem Abkiihlen wurde mit 
viel Wasser verdiinnt, das Ungeléste abfiltrirt und mit destillirtem 
Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser mit Salpeter- 
siiure und salpetersaurem Silber keinen Niederschlag mehr gab. 
Nach dem Trocknen an der Luft zerfiel dieses Ungeléste zu 
einem schwach isabellfarbigen Pulver mit eigenthiimlichem, 
entfernt an Chlor erinnerndem Geruche, im Gewichte von 770 g, 
von welchem eine Probe beim Erhitzen vollstiindig verbrannie, 
ohne Asche zu hinterlassen. 

Dieses Priiparat ist unléslich in Wasser, Alkohol, Aether, 
Chloroform, Benzol und Eisessig. Dagegen l6st es sich leicht! 
in verdiinnter Kali- oder Natronlange und in~ verditinntem 
Ammoniak. Derartige Lésungen reagiren, wenn nur wenig von 
der Base verwendet wurde, sauer. Kohlensaure Alkalien |e- 
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wirken ebenfalls eine Loésung, und zwar unter Entwicklung 
yon Kohlendioxyd. 

Kine mit Hilfe von etwas Lauge bereitete, sauer reagirende 
Lisung dieses Chlorcaseins coagulirt beim Kochen nicht. Sie 
wird dagegen gefiillt durch Saéuren, und zwar durch Fssig- 
siiure, Schwefelsiiure und Salzsiiure. Die so erhaltenen Nieder- 
schlige lOsen sich im Ueberschusse der genannten Siuren, mit 
Ausnahme der Salzsiure, nicht auf. Auch Salpetersiure, in 
reichlicher Menge zugesetzt, bewirkt eine Losung des zuerst 
entstandenen Niederschlages unter starker Gelbfiirbung der 
Fliissigkeit. 

Salze von Schwermetallen erzeugen in solchen Lésungen 
cleichfalls Niederschliige. So entsteht durch Zusatz von Silber- 
nitrat eine weisse, von Kupfersulfat eine hellgriine und 
von Bleizucker eine weisse Fiillung. Aetzsublimat triibt die 
Losung nicht. 

Eine Losung von diesem Chloreasein kann ferner aus- 
gesalzen werden durch Chlornatrium, Magnesiumsulfat, wenn 
diese Salze bis zur Sattigung der Fliissigkeit eingetragen werden, 
ferner durch Zusatz des gleichen Volumens einer gesiittigten 
Ammonsulfatlésung. 

Alkohol fallt zuniichst nicht, erst wenn etwas Neutralsalz, 
z. Bb. essigsaures Natrium, zugesetzt wird. 

Die allgemeinen Alkaloidreagentien, niimlich Ferrocyan- 
kalium, Pikrinsiiure, Phosphorwolframsiiure, Phosphormolybdiin- 
siiure, Kaliumquecksilberjodid und Jodjodkalium triiben eine 
solche Losung nicht, wahrend Kaliumwismuthjodid einen reich- 
lichen Niederschlag erzeugt. Hingegen entstehen in einer mit 
liberschiissiger Salzsiiure bereiteten Lésung mit allen genannten 
Keagentien Niederschliige. 

Das Chloreasein zeigt ferner auch den Eiweisssubstanzen 
zukommende Farbenreactionen, und zwar die Biuretreaction 
und die Xanthoproteinsiurereaction. Negativ fielen aus die 
Millon’sche und Liebermann’ sche Reaction. Mit Rohrzucker 
und concentrirter Schwefelsiiure, sowie mit a-Naphtol und con- 
centrirter Schwefelsiiure gibt eine Lésung dieses Kérpers keine 
Firbung, wogegen bei liingerem Kochen mit Fehling’ scher 
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Losung deutliche Reduction eintritt. Durch Kochen mit 
alkalischer Bleildsung wird kein Schwefelblei ausgeschieden. 
Was die elementare Zusammensetzung dieses Priiparates 
betrifft, so konnten durch qualitative Versuche ausser Kohlen- 
stoff und Wasserstoff folgende Elemente nachgewiesen werden: 
Stickstoff, Schwefel, Chlor und Phosphor. Die Substanz war, 
wie schon erwiihnt, aschefrel. 
Die Elementaranalyse fiihrte zu folgenden Werthen fiir 
das bei 110° C. getrocknete Chlorcasein : 
Kohlenstoff, Wasserstoff: 
I. Substanz 0,1994 g : 0,0969 g H,O und 0,3437 g CO,. 
Il. Substanz 0,2127 g : 0,1076 g H,O und 0,3665 g CO,,. 
Stickstoff (nach Dumas-Ludwig): 
Ill. Substanz 0,1896 ¢ : 19.8 ecm. N bei 10,9° C. und 751.0 mm. 
IV. Substanz 0.2201 g : 22,7 cem. N bei 10,2° C. und 751.0 mm. 
Schwefel (nach Bunsen): 
V. Substanz 0,2080 g : 0,0034 g BaSQ,. 
VI. Substanz 0,2032 g : 0,0036 g BaSQ,. 
Nach Carius: 
VII. Substanz 0,1852 g : 0,0031 g BaSO,. 
Chlor (nach Carius): 
VIII. Substanz 0,1503 g : 0,0409 g AgCl und 0,0076 g Ag. 
IX. Substanz 0,1877 g : 0,0561 g AgCl und 0,0048 g Ag. 
Phosphor: 
X. Substanz 1,8268 g : 0.0532 g Mg,P,0,. 
In Procenten: 
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Im Mittel aus diesen Bestimmungen ergibt sich demnach 
die elementare Zusammensetzung des Chlorcaseins mit: 
47,05 °/o C, 5,52 %/o H, 12,40°%o N, 0,23 %o S, 
8.32% Cl, OS8L°%o P und 25,67 °o O. 

Der Umstand, dass das Chlorcasein mit verdiinnten 
Alkalien sauer reagirende LOsungen gibt, sowie dass es aus 
Carbonaten Kohlendioxyd in Freiheit setzt, macht es wahr- 
scheinlich, dass diese Substanz eine mehrbasische Siiure ist 
und zwar eine verhiltnissmiissig starke. 

Es wurde nun versucht, das Aequivalentgewicht dieser Siiure 
zu finden, und zu diesem Zwecke einige Bestimmungen ausgefiihrt, 
iiber welche hier ein kurzer Bericht eingeschaltet werden mége. 

0,2479 g bei 110° C. getrocknetes Chlorcasein wurde in 
Wasser vertheilt und aus einer Biirette n/1o Lauge hinzufliessen 
gelassen, bis alles gelést war, wozu 10,3 ccm. Lauge an- 
cewendet wurden. Nun wurde aus einer zweiten Biirette 
solange ni1o Sdéure zugesetzt, bis ein herausgenommener 
Tropfen die Farbe von empfindlichem Lackmuspapier nicht mehr 
veriinderte. Hierzu waren 4,9 ccm. Siiure verbraucht worden. 
(m also die genannte Menge von Chlorcasein in ein auf 
Lackmusfarbstoff neutral reagirendes Salz umzuwandeln, waren 
54 com. n/io Lauge erforderlich. Demnach wiirde ein Liter 
Normallauge, d. i. 1 Gramm = Molekiil Kaliumhydroxyd durch 
(9 ¢@ Chloreasein neutralisirt werden. 

Ferner wurde eine sauer reagirende Loésung von Chlor- 
casein einerseits mit einer LOsung von Kupferacetat, anderer- 
seits mit Silbernitrat ausgefallt, auf Saugfiltern abfiltrirt und 
so lange mit Wasser gewaschen, bis in dem abfliessenden 
Waschwasser keine Metallverbindung mehr nachzuweisen war. 

0.2980 g des bei 110° getrockneten Silberniederschlages 
enthielten 0,0941 g Silber. Demnach entsprechen einem Atom- 
gewicht Silber, in Grammen ausgedriickt, 234,2 ¢ Chlorcasein. 

bei der Bestimmung des Kupfers aus dem bei 110° ge- 
trockneten Kupferniederschlage wurden aus 0,1897 g Substanz 
0.0152 g Kupferoxyd, entsprechend 0,0121 g Kupfer, erhalten. 
Auf ein halbes Gramm-Atom Kupfer kommen demnach 463,4 g 
Chlorcasein. 
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Mit je einem Aequivalentgewichte der genannten Metalle 
verbinden sich demnach : 


zur Kaliumverbindung 459.0 Gewichtstheile Chlorcasein 
Silberverbindung  234,2 
Kupferverbindung 463,4 > 


Der erste und dritte Werth stimmen sehr gut miteinander 
iiberein, wiihrend die Silberverbindung genau die Hiilfte von 
den beiden anderen Zahlen gibt. Vielleicht liegt hier ein 
ithnliches Verhalten vor, wie es der Harnstoff gegeniiber 
Mercurinitrat zeigt. 

Nach dem Vorausgegangenen zeigt demnach das Chlor- 
casein im Allgemeinen dieselben Eigenschaften, wie sie bis 
jetzt fiir halogenirte Eiweisskorper angegeben wurden. Nament- 
lich fiel allen Autoren das Ausbleiben der Millon’schen Reaction 
auf. Zum Unterschiede von den meisten bisher dargestellten 
Priiparaten zeichnet sich das vorliegende Chlorcasein dadurch 
aus, dass es einen relativ hohen Halogengehalt aufweist. Eine 
kleine Zusammenstellung soll dies darthun. 

Es enthilt: 


das Jodcasein von Blum und Vaubel . . . 6—7°/o Jod,!) 
, > Rob6hmann und Liebrecht 5,7°%o >» 2) 
Perjodcasein > 17,8 °/o 
Caseojodin 8,7 °/o 
Bromeasein Knop. ... . . . 8&8 —20°/o Brom,3) 
Ilopkins und Pinkus 11,17 °/0 » 4) 
Chloreasein Habermannu. Ehrenfeld 13,28—14,04°/o Chior, 
das vorliegende Chlorcasein . . . . . 8.3/0 


Unter Beriicksichtigung iiquivalenter Halogenmengen wird 
das vorliegende Priiparat unter den néaher charakterisirten 
Priiparaten nur von dem von Habermann und Ehrenfeld 


1) Blum und Vaubel, Ueber Halogeneiweissderivate. Journ. |. 
prakt. Chemie, Bd. 57, S. 365. 

2) A. Liebrecht, Ueber Jodderivate von Eiweisskérpern (Casein. 
Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 30, S. 1824. 

3) W. Knop, Beitriige zur Kenntniss der Eiweisskérper. Chen 
Centralbl., Bd. X, 5. 571 u. 587, 

4) F. G. Hopkins und St. N. Pinkus, Zur Kenntniss der Ein- 
wirkung von Halogenen auf Proteine. Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. 
bd. 31, S. 1312. 
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iibertroffen. In den Léslichkeitsverhiltnissen unterscheidet es 
sich in einigen Punkten von diesem, trotzdem beide Priiparate 
nach demselben Principe dargestellt wurden, ein Beweis dafiir, 
dass kleine Unterschiede in der Darstellungsmethode verschiedene 
Korper liefern. 

semerkenswerth ist noch der negative Ausfall der 
Molisch’schen Probe. 

Von diesem eben beschriebenen Chloreasein wurden nun 
200 g mit 600 g reiner, rauchender Salzsiiure ohne weiteren 
Zusatz durch 6 Stunden in einem Kolben gekocht, in dessen 
Hals mittelst Glasschliffes ein Riickflusskiihler eingefiigt war. 

Im Kiihlrohre setzte sich eine kleine Menge farbloser, 
nadelf6rmiger Krystalle ab, welche mit Wasser zur Hauptmenge 
der zerkochten Masse gespiilt wurden. Diese, eine dunkel- 
braune Fliissigkeit, welche nur wenig Ungelostes enthielt, wurde 
mit dem gleichen Volumen destillirten Wassers verdiinnt und 
in Wasserdampfstrome destillirt, nachdem aus dem ganzen 
Destillirapparat die Luft vorher durch Kohlendioxyd vertrieben 
worden war. In der Vorlage, welche durch einen angefiigten, 
mit Wasser beschickten Peligot’schen Absorptionsapparat vor 
Luftzutritt geschiitzt war, sammelt sich ein triibes Destillat 
an. Dasselbe reagirte sauer, enthielt nur wenig Chlorwasser- 
stoff und klarte sich beim Schiitteln mit Aether. 

Ks wurde deshalb das ganze Destillat mit Aether aus- 
geschiittelt und die atherische Schichte von der wiisserigen im 
Scheidetrichter getrennt. Der Aether hinterliess nach dem 
Verdunsten bei Zimmertemperatur ungefiihr 1 g eines gelben 
Oeles, welches aber beim Stehen bald farblose, nadelférmige 
Krystalle abschied. Diese wurden durch Abpressen zwischen 
Filtrirpapier von dem noch iibrigen Oele getrennt und wieder- 
holt aus Aether umkrystallisirt. Sie sind unlislich in Wasser, 
leicht loslich in Alkohol, enthalten reichlich Chlor, sind jedoch 
rel von Stickstoff, Schwefel und Phosphor, sintern bei 
S8—90°9 C. und schmelzen unscharf bei 100—110° C. Werden 
diese Krystalle mit salpetersiiurehaltigem Wasser geschiittelt, 
so gibt die filtrirte Fliissigkeit mit salpetersaurem Silber keinen 
Niederschlag. Erwiirmt man die Krystalle mit verdiinnter 
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Natronlauge, so lisen sie sich, ohne dass in der Lésung Chlor- 
wasserstoff nachzuweisen wire. Nach diesen Eigenschaften 
ist der vorliegende Korper (vielleicht ein Gemenge) also als 
eine gechlorte, stickstofffreie Saure anzusprechen, welche ihr 
Chlor ziemlich fest gebunden enthalt, thnlich den gechlorten 
Fettsauren. Der Versuch einer Chlorbestimmung (nach Carius), 
welcher bei der geringen Menge der verfiigbaren Substanz 
nur ein anniherndes Resultat versprach, lieferte folgende Werthe: 

0.0229 g Substanz gaben 0,0438 g Ag, entsprechend 0,0144 ¢ (] 
= 62,80 C1. 

Ks sei mir gestattet, Vermuthungen tiber die Natur und 
Herkunft dieser gechlorten Saéure erst spater zu dussern. 

Die von der itherischen Schichte getrennte wisserige 
liissigkeit, also das mit Aether ausgeschiittelte Destillat, wurde 
zur Entfernung der geringen Mengen der darin enthaltenen 
Salzsiiure nochmals im Wasserdampfstrome destillirt. Das 
nunmehr itbergegangene Destillat, welches klar war, sauer 
reagirte und keine Salzsiiure mehr enthielt, wurde mit reiner 
Natronlauge schwach alkalisch gemacht und in einer Platin- 
schale zur Trockene eingedampft, der weisse Ruickstand zur 
Entfernung des kohlensauren Natriums mit Alkohol ausgezogen. 
Das in Alkohol Unlésliche enthielt nichts Organisches mehr, 
da es, mit Wasser zur Vertreibung des Alkohols wiederholt 
eingedampft, bei starkerem Erhitzen keine Verkohlung zeigte. 

Die alkoholische Lésung, zur Trockene eingedampltt, 
hinterlasst nur wenig Riickstand. Derselbe enthiilt Chlor- 
natrium, da seine wiisserige Losung mit Salpetersiiure und 
salpetersaurem Silber einen weissen Niederschlag gibt. Dieser 
Chlorwasserstoff diirfte, da er friiher nicht nachzuweisen war, 
dadurch entstanden sein, dass ihn die Lauge aus gechlorten 
Produkten abgespalten hat. Die wiésserige Loésung dieses 
tiickstandes riecht nach dem Ansiiuern mit verdiinnter Schwetel- 
siiure deutlich nach Buttersiiure und héheren Fettsiuren. 

Der Destillationsriickstand wurde filtrirt und der auf dem 
Filter bleibende braune Riickstand so lange mit Wasser geé- 
waschen, bis das Waschwasser fast farblos ablief, sodann an 
der Luft getrocknet und mit Aether extrahirt. Der Aether 
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hinterliess nach dem Verdunsten wenige schwach gelbe, zu 
Rosetten gruppirte Krystalle, welche eine nicht eben betriicht- 
liche Menge Chlor enthielten, jedoch frei von Schwefel, Stick- 
stoff und Phosphor waren. Sie lésten sich nur theilweise in 
verdiinnter Natronlauge, jedoch ohne Chlorwasserstoff abzu- 
spalten. Diese Krystalle diirften also zum Theile ebenfalls eine 
sechlorte Saure sein. 

Die braunen, mit Aether extrahirten Massen, welche in 
csetrocknetem Zustande 1,2 g wogen, hatten dem = dusseren 
Ansehen nach Aehnlichkeit mit den Huminsubstanzen, wie man 
sie beim Zerkochen von Eiweisskérpern mit Mineralsiiuren 
immer erhalt (Schmiedeberg’s Melanoidinsiure). Sie losten 
sich auch in verdiinnter Lauge und fielen aus einer solehen 
Lisung auf Zusatz einer Siiure wieder in braunen Flocken 
aus. Nachdem sie durch wiederholtes Lésen in verdiinnter 
Lauge und Fiillen mit verdiinnter Schwefelsiiure, sowie durch 
sorgfiltiges Auswaschen mit Wasser von mechanisch anhaften- 
dem und chemisch gebundenem Chlorwasserstoff befreit worden 
waren, liessen sich in denselben nebst viel Stickstoff auch 
reichliche Mengen von Chlor nachweisen. Es diirften hier 
also gechlorte Huminsiiuren vorliegen. 

Der filtrirte Distillationsriickstand wurde nun melhrmals 
mit Aether ausgeschiittelt und die iitherischen Ausziige ver- 
einigt. Nachdem diese an der Luft abgedunstet waren, hinter- 
hblieb ein brauner, schmieriger Riickstand, aus welchem bei 
lingerem Stehen nadelf6rmige Krystalle sich abschieden. Als 
dieser Riickstand mit Wasser iibergossen wurde, gingen die 
Krystallnadeln in Loésung, wihrend die braune_ schmierige 
Masse ungelist blieb. Aus dem wiisserigen Auszuge konnten 
beim Einengen diese Nadeln wieder erhalten und durch Um- 
krystallisiren aus Wasser gereinigt werden. Sie stellten dann 
farblose, ziemlich lange Nadeln dar, welche Chlor enthielten, 
jedoch frei von Stickstoff, Schwefel und Phosphor waren. Ihre 
Wasserige Losung reagirte intensiv sauer und schied, wenn sie 
genugend concentrirt war, auf Zusatz von Silbernitratlésung 
einen weissen, krystallinischen Niederschlag ab, der sich beim 
Verdiinnen mit Wasser wieder liste. Wurde dieses Gemisch 
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zum Kochen erhitzt, so trat Reduction des  salpetersauren 
Silbers unter Abscheidung von metallischem Silber auf. Es 
ist demnach auch dieser Kérper als eine gechlorte, stickstoft- 
freie Siiure zu bezeichnen. 

Der braune, schmierige, in Wasser unlodsliche Riickstand 
wurde wiederholt in Aether gelést, wobei immer eine geringe 
Menge von braunen Flocken sich abschied, die Lésung filtrirt 
und verdunsten gelassen. Schliesslich wurde der Riickstand 
nochmals in Aether gelést und diese Losung mit einer ver- 
diinnten Sodalésung ausgeschiittelt, welch letztere sich hierbei 
stark braun fiirbte. Die nahezu entfiirbte atherische Schichte 
hinterliess nach dem Verdunsten wenig von einem gelben 
Syrup, der Stickstoff und Chlor enthielt und in verdiinnter 
Natronlauge léslich war. Die wisserige Schichte wurde mit 
verdiinnter Schwefelsiiure angesauert und mit Aether aus- 
geschiittelt. Der Aether hinterliess beim Verdunsten = eine 
braune, amorphe Masse, welche reichlich Chlor enthielt und 
stickstofffrei war. Die Loslichkeitsverhiéltnisse lassen darauf 
schliessen, dass auch dieser Riickstand saurer Natur ist und 
somit eine oder ein Gemenge von gechlorten, stickstoffireien 
Siiuren darstellt; nur gelang es nicht, dasselbe frei von dem 
braunen Farbstoffe zu erhalten. 

Der filtrirte und mit Aether ausgeschiittelte Destillations- 
riickstand wurde nunmehr bis zur Syrupdicke — eingeengt 
und einen Monat lang im Eiskasten stehen gelassen. [ie 
Masse war dann zu einem Krystallbrei erstarrt, welcher au! 
pordse Thonteller gestrichen wurde. Die derart von der Mutter- 
lauge getrennten Krystalle wurden zunachst nochmals in Wasser 
gelost und durch Sittigen der Losung mit Chlorwasserstollgas 
unter Abkiihlen wieder ausgefillt, wodurch sie bereits fast 
farblos erhalten wurden. Durch 6fteres Umkrystallisiren aus 
heissem Wasser konnten endlich 8 g ganz reiner Krystalle er- 
halten werden, wihrend die beim Umkrystallisiren abgetrennten 
Mutterlaugen noch 15 g unreinerer Krystalle lieferten. Diese 
Krystalle glichen dem Aussehen nach dem Glutaminsiiurechilor- 
hydrat und enthielten auch die der salzsiuren Glutaminsiiure 
entsprechende Menge Chlorwasserstoff. 
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0.2651 g der reinen Krystalle gaben 0,2003 g AgCl und 0,0032 g¢ Ag. 


serechnet fiir C,H, NO,Cl: 19,31%o C1 
Gefunden: 19,08°o CL. 

Die von der salzsauren Glutaminsiiure abgetrennte Mutter- 
lauge, welche in den Thontellern eingesogen war, wurde dureh 
Auskochen dieser Thonteller mit Wasser wieder gewonnen, die 
<0 erhaltene filtrirte Flissigkeit zur Entfernung der Haupt- 
menge der Salzsiure wiederholt eingedampft und der Riick- 
stand endlich in Wasser geloést. Da in dieser Lésung noch 
cechlorte Spaltungsprodukte vermuthet werden mussten, so 
durfte die Entfernung der noch vorhandenen Salzsiiure aus der 
Fliissigkeit nicht durch Silberoxyd bewerkstelligt werden, da 
zu befiirehten stand, dass dieses aus den aufzusuchenden ge- 
chlorten Substanzen Chlor abspalten wiirde. Es wurde daher 
unter peinlicher Vermeidung von alkalischer Reaction folgendes 
Verfahren eingeschlagen. 

Die Flussigkeit wurde mit reinem alkalifreien Barytwasser 
genau neutralisirt, wodurech ein ziemlich reichlicher, briiunlich 
celiirbter Niederschlag entstand. Dieser wurde abfiltrirt und 
gut mit kaltem Wasser gewaschen. Er enthielt dann ausser 
einer geringen Menge von Huminsubstanzen nichts Nennens- 
werthes an organischen Stoffen, namentlich war derselbe frei 
von gechlorten Produkten, wie eine auf das Vorhandensein 
von Chlor angestellte Probe lehrte. Die Hauptmenge dieses 
Niederschlages wurde zuniichst mit Wasser wiederholt aus- 
gekocht und die so gewonnenen wiisserigen Ausziige einge- 
dampft; sie hinterliessen nur eine minimale Menge von Riick- 
stand, dessen wiisserige Losung keine Millon sche Keaction 
gab, demnach auch kein Tyrosin enthielt. 

Der ausgekochte Niederschlag wurde behufs Entfernung 
von Huminstoffen wiederholt in verdiinnter Salzsiiure gelost 
und aus dieser Losung durch einen Ueberschuss von Ammoniak 
wieder ausgefiillt, schliesslich nochmals in verdiinnter Salpeter- 
siure gelést und mit einer Auflésung von Molybdénsiiure in 
Sulpetersdure versetzt. Es entstand der fiir die Orthophos- 
phorsiure charakteristische gelbe Niederschlag. Eine Loisung 


des abfiltrirten und ausgewaschenen phosphormolybdiinsauren 
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Ammoniums in tiberschiissigem Ammoniak wurde auch durch, 
Magnesiamixtur gefallt. 

Die von dem durch Barytwasser entstandenen Nieder- 
schlage abfiltrirte, nunmehr nur noch hellgelbe Lésung wurde 
zur Krystallisation eingedampft, die ausgeschiedenen Krystalle 
abgesaugt, die Mutterlauge weiter eingedampft und dies so lange 
fortgesetzt, bis sich Chlorbaryum auszuscheiden begann. Eine 
Losung der so erhaltenen krystallinischen Massen in heissei 
Wasser gab auch nicht die Andeutung einer Millon’ schen 
Reaction. Obwohl schon dadurch die Abwesenheit von Tyrosin 
nachgewiesen worden war, wurde doch noch die Krystallmasse 
dem Trennungsverfahren nach Hlasiwetz und Habermann 
unterworfen, wobei ebenfalls kein Tyrosin erhalten wurde. 

Dagegen konnte eine reichliche Menge von Leucin dar- 
gestellt werden, welches nach mehrmaligem Umkrystallisiren 
aus ammoniakhaltigem Alkohol farblose Blattchen darstellte. 
Diese zeigten das fiir das Leucin charakteristische Verhalten. 
Sie sublimirten beim Erhitzen unter Entwicklung des_ eigen- 
thiimlich riechenden Dampfes, sie gaben die Scherer’ sche 
Reaction und lieferten beim Kochen mit einer concentrirten 
Losung von Kaliumpermanganat und nachherigem Ansiiuern 
mit verdiinnter Schwefelsiiure cine stark nach Valeriansiiure 
riechende Fliissigkeit. Trotzdem die Krystalle sorgfaltig gereinigt 
worden waren und den Eindruck einer einheitlichen Substanz 
hervorriefen, erwiesen sie sich doch nicht als rein. Zuniichst 
fiel beim Erwirmen der Krystalle mit einer L6sung von Kaliun- 
permanganat ein deutlicher Geruch nach Bittermandel6l aul, 
eine Reaction, welche der Zimmtséure, einer dem Tyrosin 
nahe verwandten Substanz, zukommt. Durch Extraction der 
Leucinkrystalle mit Aether konnte jedoch keine Zimmtsiiure 
dargestellt werden. Wurde sodann das durch Kochen mit 
Kaliumpermanganat erhaltene Reactionsgemisch mit Schwefel- 
siiure angesiiuert, so war der Geruch nach Valeriansiiure zwar 
weitaus vorherrschend, jedoch nicht rein. Eine Stickstofl- 
bestimmung (nach Dumas-Ludwig) aus den Krystallen, sowie 
eine Kupferbestimmung aus deren Kupferverbindung gaben 
endlich beide zu hohe Werthe fiir Stickstoff bezw. Kupfer. 















0.1727 g Substanz: 16,1 ccm. N bei 12,0° ¢ 
Berechnet fiir C,H,,NO,: 
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Gefunden: 


Gefunden: 


10,71°0 N 


11,06°o N. 

0,1406 ¢ der Kupferverbindung gaben 0,0405 
entsprechend 0,0323 g Cu. 

Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: 


‘. und 749.8 mm. 


¢e Cu, 


, 2») 


19.6020 Cu 
23 00°%'o Cu. 


Diese Werthe sprechen dafiir, dass dem Leucin eine 
niedrigere Amidosiure beigemengt war. 
Die von dem Rohleucin abgesaugte Fliissigkeit wurde nun 
zur Entfernung des darin enthaltenen Chlorbaryums unter Er- 
wiirmen mit einem Ueberschusse von Silbersulfat behandelt, 


die wieder erkaltete Fliissigkeit 


filtrirt und 


dann zur Ab- 


scheidung der geringen in Lésung gebliebenen Silbermengen 
mit Schwelelwasserstoff gesiittigt, filtrirt und durch Kochen von 
dem iiberschtissigen Schwefelwasserstoff befreit. Sowohl der 
Chlorsilberbaryumsulfatniederschlag, als auch das Schwefelsilber 
wurde zur Vorsicht wiederholt mit Wasser ausgekocht und mit 
den eingeengten wiisserigen Ausziigen die Millon’ sche Reaction 
angestellt, jedoch mit dem gleichen negativen Erfolge wie beim 


barytniederschlage. 


Das vom Schwefelwasserstoff befreite Filtrat nach dem 
Silbersulfidniederschlage, welches ebenfalls keine Millon’ sche 
Reaction zeigte, enthielt nun keine Salzsiiure mehr, nichtsdesto- 
weniger konnte darin eine zwar nicht betrichtliche, aber immer- 
hin nennenswerthe Menge von Chlor in anderer Bindung nach- 


gewlesen werden. 


Es konnte ferner festgestellt werden, dass 


diese chlorhaltige Substanz durch Phosphorwolframséure, ferner 
durch Bleizucker oder Chlorblei, nicht aber durch iiberschiissigen 


Aetzbaryt aus der Loésung ausgefillt werde. 


Ein Versuch 


jedoch, diese Substanz dadurch darzustellen, dass man die 
ganze Fltissigkeit mit einer heissgesiittigten Chlorbleilésung ver- 
setzte, den abfiltrirten und gut gewaschenen Niederschlag in 
Wasser aufschwemmte und mit Schwefelwasserstoff zerlegte, 


misslang, 


Nachdem niamlich 


das Filtrat 


vom Schwefelblei 


durch Erwiirmen vom Schwefelwasserstoff befreit, weiters zur 
Entfernung der Schwefelsiiure mit reinem Barytwasser genau 


heutralisirt und filtrirt worden war, wurde dasselbe zur Kry- 
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stallisation eingedampft und dabei nur wenig von einem gelben, 
gummiartigen Riickstand erhalten, der Stickstoff und nur eine 
geringe Menge Chlor enthielt. Derselbe ist in Wasser ziem- 
lich gut l6slich und reagirt stark sauer. Da die Substanzmenge 
zu klein war, um sie auf den chlorhaltigen Korper weiter zu 
verarbeiten, und der Chlorgehalt auch nur gering war, so 
wurde wenigstens versucht, Asparaginsiiure darin nachzuweisen, 
Die wisserige LOsung des Riickstandes wurde daher mit Kupfer- 
earbonat gekocht und die filtrirte dunkelblaue Fliissigkeit zur 
Krystallisation eingedampft. Es schieden sich radiir gestellte 
blaue Nadeln aus, welche dem iiusseren Ansehen nach dem 
asparaginsauren Kupfer glichen, zur weiteren Identificirung je- 
doch zu wenig waren. 

Aus dem Filtrat von dem durch Chlorblei entstandenen 
Niederschlage wurde nun das blei durch Schwefelwasserstolf 
abgeschieden, die filtrirte Fliissigkeit bis zum Austreiben des 
Schwefeiwasserstoffs erhitzt, dann mit Silbersulfat gesiittigt. 
vom abgeschiedenen Chlorsilber abfiltrirt und das nunmehrige 
Filtrat genau nach der von Kossel und Kutscher!) ange- 
gebenen Methode auf Hexonbasen verarbeitet. Hierbei wurden 
folgende Substanzen erhalten: 

Die Argininfraction repriisentirte wenig von einer krystal- 
linischen Masse, welche beim Erhitzen vollstandig verbrannte, 
sich als stickstoffhaltig erwies und in wasseriger Lésung alka- 
lisch reagirte. Das daraus dargestellte saure Nitrat krystalli- 
sirte in schénen Nadeln, deren wiésserige LOsung optisch activ 
und zwar rechtsdrehend war und mit Phosphorwolframsiure 
einen reichlichen Niederschlag gab. Alle diese Reactionen 
zeigt auch das Arginin. 

Die als Ilistidin erhaltene Substanz bildet einen krystal- 
lisirten, aschefreien, stickstoffhaltigen Abdampfriickstand, dessen 
wiisserige Losung mit Silbernitrat versetzt bei genauem Neu- 
tralisiren mit Ammoniak einen weissen, flockigen Niederschlag 
gibt, der im Ueberschusse von Ammoniak leicht lOslich ist. 


| 


1, A. Kossel und F. Kutscher. Beitrige zur Kenntniss der 


Fiweisskorper. Zeitschr, fiir physiol. Chemie Band XXXI, 1. und 2. Helt. 
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Die angesduerte LOsung der Krystalle gibt ferner mit Phosphor- 
wolframséure eine reichliche Fillung, alles Reactionen, welche 
auch dem Histidin zukommen. 

Die endlich als Lysin anzusprechende Substanz_ stellte 
cut ausgebildete, farblose Nadeln dar, welche beim Erhitzen 
vollstindig verbrannten, stickstoffhaltig waren und in mit 
Salzsiiure angesauerter LOsung mit Platinchlorid einen krystal- 
linischen Niederschlag gaben. 

Allerdings waren die Mengen der drei zuletzt beschriebenen 
Substanzen zu gering, um deren Identitiit mit den Hexonbasen 
durch Elementaranalysen bewelsend festzustellen, doch diirften 
die angefiihrten Eigenschaften, sowie die Art und Weise, auf 
welche diese Substanzen gewonnen wurden, es héchst wahr- 
scheinlich machen, dass hier diese Basen vorliegen. 

Nachdem aus dem Reactionsgemisch nach der genannten 
Methode die Hexonbasen abgeschieden waren, konnte aus dem 
Reste, bei geeigneter Behandlung noch eine reichliche Menge 
von Leucin erhalten werden. 





Bei der beschriebenen Untersuchung wurden also durch 
Spaltung des Chlorcaseins mit rauchender Salzsiiure folgende 
Substanzen erhalten: eine Anzahl von gechlorten, stickstoff- 
reien Sauren, gechlorte stickstoffhaltige Huminséuren, Glutamin- 
siure, Leucin und Orthophosphorsiure; mit grosser Wahr- 
-cheinlichkeit wurden nachgewiesen Asparaginsiiure, Arginin, 
Histidin und Lysin. Tyrosin fehlt vollsténdig, was auch dem 
Umstande entspricht, dass das Chlorcasein keine Millon’sche 
Reaction gibt. 

Nach meinen Erfahrungen erscheinen Glutaminsiiure, 
Leucin, Asparaginsiéure und Hexonbasen nicht in auffallend 
veringerer Menge, als man sie bei der Spaltung des Caseins 
durch rauchende Salzsiiure erhilt. Abgesehen von den ge- 
chlorten stickstofffreien Siuren wurden keine anderen Spaltungs- 
produkte in beriicksichtigungswiirdigen Mengen erhalten, als 
‘ie das Casein selbst gibt. Die Spaltung des Chloreaseins 
durch rauchende Salzsiiure scheint also insofern in demselben 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL 10) 
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Sinne zu erfolgen, wie beim Casein, als im Allgemeinen die- 
selben Kohlenstoffskelette beisammen bleiben. 

Die beschriebenen’ gechlorten — stickstofffreien Siiuren 
konnen demnach nur als Abkémmlinge der als Spaltungs- 
produkte der Eiweisskérper auftretenden Amidosiuren aufge- 
fasst werden. Der Umstand, dass diese gechlorten Siiuren 
keinen Stickstoff mehr enthalten, ist dahin zu deuten, dass 
die Amidogruppe dieser Siiuren durch Chlor ersetzt wurde.') 

In einer dieser gechlorten Siituren wurde der Chlorgehatt 
(allerdings nur auf ganze Procente verliisslich) mit 62,8» , 
bestimmt. Um einen Begriff davon zu geben, welehen von 
den hier in Betracht kommenden Korpern diese Chlormenge 
entspricht, ist in einer kleinen Tabelle der Chlorgehalt einiger 
gechlorter Siiuren, von denen jedoch bisher noch keiner dar- 
gestellt wurde, angefiihrt. Es wiirde enthalten: 

dem Leucin entsprechend 

eine Pentachlorcapronsiiure C,H,C1,0, 61,42°/0 Chlor 

eine Hexachlorcapronsiiure C,H,C1,0, 65,91°/o Chlor 

der Aspagarinsiiure entsprechend 

eine Tetrachlorvaleriansiure CyH,Cl,O, 59,14°%o Chlor 

eine Pentachlorvalerianséure C5H;Cl,0, 64,64°/o Chlor 

dem ‘Tyrosin entsprechend 

eine Hexachlorphenylpropionsiure C,H,C],O, 59,63°/o Chlor 

eine Heptachlorphenylpropionsiiure C,H,C1,0, 63,42°/o Chior. 

In Erwiigung zu ziehen wiire vielleicht noch, ob die als 
gechlorte Siiuren angesprochenen Substanzen nicht — theil- 
weise Siurechloride gechlorter Séuren sind, zumal bei dem 
Umstande, als der Werth von 62,8°/o Chlor am besten mit 
demjenigen tibereinstimmt, den ein Pentachlorphenylpropiony!- 
chlorid C,H,Cl,O mit 62,45°/o Chlor verlangt. Die energische 
Behandlung in verdiinnten wisserigen Lésungen jedoch, welche 
alle diese Korper bei ihrer Darstellung erlitten haben, macht 
dies sehr unwahrscheinlich, und ich méchte eher die mangel- 

!) Diese Siuren von dem dem Casein immer beigemengten Milch- 
fette herzuleiten, geht schon deshalb nicht an, weil ihre Menge betriacht- 
lich grésser ist, als dem minimalen Fettgehalte eines soregfiiltig gereinigten 
Caseins entspricht. 
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hafte Uebereinstimmung des Werthes 62,8°/o Chlor mit einem 
der oben angefiihrten auf die schon begriindete Unzuverliissig- 
keit der Chlorbestimmung beziehen oder unter der analysirten 
Substanz noch ein Gemenge vermuthen, zumal da dieselbe 
keinen scharfen Schmelzpunkt zeigt. 

Bei diesen Betrachtungen wurde allerdings nicht beriick- 
sichtigt, dass ausser der Chlorirung auch Oxydation  statt- 
cefunden und dass die Kohlenstoffkette gesprengt sein kann. 
Wie dem auch sei, so geht doch aus dem Angefiihrten hervor, 
dass diese Substanz eine sehr hochgechlorte Siure ist und 
dass ausser der Amidogruppe auch Wasserstoffatome gegen 
Chlor ausgetauscht sein miissen. 

Von den anderen dargestellten gechlorten Siiuren ent- 
halten auch einzelne weniger Chlor, wie schon die qualitative 
Probe lehrte, so dass die Verschiedenheit der Léslichkeits- 
verhiiltnisse und der Eigenschaften, welche diese gechlorten 
Siiuren zeigen, nur zum Theile dem Umstande zuzuschreiben 
ist, dass ihr Kohlenstoffskelett verschieden ist, zum = andern 
aber auf der Verschiedenheit der Anzahl der in das Molekiil 
eingefiihrten Chloratome beruht. Ein grosser Theil dieser 
eechlorten Siuren sind zweifellos Abkémmlinge des Tyrosins, 
also vielleicht gechlorte Phenylpropionsiiuren, und zwar aus 
dem Grunde, weil unter den Spaltungsprodukten das Tyrosin 
vollstiindig vermisst wurde. Ob auch gechlorte Glutarsiiuren, 
gechlorte Capronsiiuren oder Valeriansiiuren vorhanden sind, 
ist nach diesen Untersuchungen nicht zu entscheiden. 

Zur Stiitze der soeben dargelegten Anschauung ist noch 
der experimentelle Beweis zu erbringen, ob das Tyrosin, bezw. 
die Phenylpropionsiiure tiberhaupt einer so hohen Chlorirung 
lihig ist, wie dies angenommen wurde. 

Zu diesem Behufe wurden 5 g reines Tyrosin ebenso 
behandelt, wie dies bei der Chlorirung des Caseins geschehen 
ist. Das Tyrosin wurde niimlich in 100 ccm. 20°/oiger Salz- 
siure gelést und in diese 11 g chlorsaures Kalium unter Um- 
rihren eingetragen. Es entstand zuniichst eine schéne kirsch- 
rothe Lésung, allein nach kurzer Zeit entfirbte sich die 
liissigkeit unter Erwiirmen und entwickelte reichlich Chlor, 
10* 
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wobei sich eine geschmolzene, réthliche Masse abschied. Diese 
erstarrte beim Erkalten und wurde, nachdem sie mechanisch 
von der Fliissigkeit getrennt worden war, in verditinnter Salz- 
siiure vertheilt und ebenso behandelt, wie es mit dem ver- 
kochten Clorcasein geschehen ist. Es wurden auch ganz 
iihnliche gechlorte Produkte erhalten, wie durch Spaltung des 
Chlorcaseins, namentlich durch Destillation im Dampfstrotme 
und Ausschiitteln des Destillates mit Aether eine sehr chlor- 
reiche, in Nadeln krvstallisirende Siure. 

Fiir einige der friiher geaéusserten Ansichten steht noch 
ein weiteres Beweismaterial zur Verfiigung, niimlich die elemen- 
tare Zusammensetzung des Chlorcaseins. 

Auf je 100 Kohlenstoffatome einerseits im Casein, 
andererseits im Chlorecasein kommen von den iibrigen Elementen 
in Atomen: 


Casein.1) Chlorcasein. 

C 100 100 

H 158.2 140.5 
N 25.5 22.5 
= 0,6 0,2 
P 0,6 0.7 
0 32,1 40,9 
(] — 6.0 


Ohne auf die Differenz im Schwefelgehalte einzugehen, 
sel nur auf die Zahlen fiir Wasserstoff und Stickstoff hinge- 
wiesen, welche beide kleiner sind als beim Casein, da ja 
sowohl Wasserstoffatome, als auch Amidogruppen durch Chlor 
vertreten sind. Ferner scheint auch eine Oxydation  statt- 
gefunden zu haben, da der Sauerstoffwerth beim Chlorcasein 
grosser ist als beim Casein. 

Kin scheinbarer Widerspruch ware noch etwas niiher zu 
beleuchten. Das Chlorcasein gibt niimlich nicht die Moliseh’sche 
Reaction, reducirt aber andererseits Fehling’sche Lésung, jJe- 
doch, wie hier ausdriicklich bemerkt werden muss, nicht solort, 
sondern erst nach liingerem Stehen. Der positive Ausfall der 
Molisech’schen Probe gilt allgemein als Hinweis darauf, diss 
in dem betreffenden Kérper eine Kohlehydratgruppe vorhanden 


1) Nach den Analysen Hammarstens. 
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ist. Nun ist es aber auch gar nicht einzusehen, dass ein so 
leicht oxvdirbarer Complex, wie jJener der Kohlehydrate, einem 
so kriftigen Oxydationsmittel wie Chlor in wisseriger Losung, 
standhalten sollte, insbesondere ist einem solchen Oxydations- 
mittel gegeniiber das bestehenbleiben einer Aldehyd- oder 
Ketongruppe undenkbar. Wie hatte man sich nun aber die 
reducirende Wirkung des Chlorcaseins gegeniiber Fehling scher 
Lisung vorzustellen? Eine Erklirung dafir wire folgende. 
Trifit es sich, dass im Chlorecasein an ein Kohlenstoffatom 
zwei Chloratome gebunden sind, was sehr wahrscheinlich ist, 
da ja sehr hoch gechlorte Substanzen daraus abgespalten 
werden konnten, so kann durch die Wirkung der concentrirten 
Lauge der Fehling’schen Losung folgende Reaction zustande 
kommen: 


a a 
Derart entsteht eine Aldehyd- bezw. Ketongruppe, welche dann 
reducirend wirkt. 

Kurz zusammengefasst lassen sich also aus der be- 
schriebenen Untersuchung folgende Schliisse ziehen: 

Die Chlorirung des Caseins!) geschieht in der Weise, 
dass einzelne Amidogruppen und Wasserstoffatome (vielleicht 
auch Hydroxylgruppen, wie z. B. im Tyrosin) gegen Chlor 
ausgetauscht werden. Diesem Umstande ist es zuzuschreiben, 
dass das Chlor, wie von den meisten Autoren auch hervor- 
gehoben wurde, ziemlich fest gebunden ist und durch ver- 
diinnte Alkalien nicht abgespalten wird. Zum Vergleiche sei 
nur an die Resistenz der gechlorten Essigsiiuren  erinnert. 
Namentlich findet die Chlorirung in denjenigen Atomcomplexen 
statt, welche bei der hydrolytischen Spaltung des Caseins das 
Tyrosin liefern. Bei entsprechend ausgiebiger Chlorirung 
werden alle tyrosingebenden Atomcomplexe gechlort. Auffallend 
ist, dass nur verhiiltnissmissig wenige Atomgruppen der Chlo- 
rirung ambheimfallen, wiihrend andere vollstiindig unberiihrt 


0M 2 om Xe — 
SCK @ + 2 KOH = ) GO + HO + 2 KCL. 





1) Es besteht zwar kein Grund, dass die Verhiiltnisse bei anderen 
“iwelsskOrpern anders liegen, doch soll hier nicht, ohne dass ein Expe- 
riment beigebracht wird, generalisirt werden. 
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bleiben: denn es wurden z. B. reichliche Mengen von Leucin 
und Glutaminsaure durch Spaltung aus dem Chlorcasein er- 
halten. Es scheint daher, als ob es der Stellung der einzelnen 
Atomgruppen in dem complexen Molekiil des Eiweisskérpers 
zuzuschreiben wiire, dass einzelne Gruppen der Chlorirung 
zugiinglich sind, wiihrend andere iiberhaupt nicht angegriffen 
werden. 

Zum Schlusse sei noch auf einige Einwendungen, welche 
gegen die beschriebene Untersuchung vorgebracht werden 
konnten, gleich im Vorhinein erwidert. 

Es ist niimlich nicht unmoglich, dass das angewendete 
Chloreasein keine einheitliche Substanz, sondern ein Gemenge 
ist. Daftir wiirde der Umstand sprechen, dass die Chlorirung 
in einer stark sauren Flissigkeit erfolgte, welche schon an 
und fiir sich spaltend auf Eiweisskorper wirkt. Fiir den hier 
verfolgten Zweck erscheint dies aber ziemlich gleichgiiltig, da 
es mir zuniichst um die Spaltungsprodukte zu thun war. 
Weiters stand ja die Wahl des zur Untersuchung zu_ver- 
wendenden Eiweisskérpers frei. Es durften also ebensogut 
gechlorte Caseosen, wie ein gechlortes Casein gewihlt werden. 
Der Grund, warum gerade diese Methode der Chlorirung ge- 
wiihlt wurde, ist der, dass auf diesem Wege viel Chlor in das 
Casein eingefiihrt werden konnte. Immerhin spricht der Um- 
stand, dass iibereinstimmende Zahlen fiir das Aequivalent- 
gewicht des Chloreaseins erhalten wurden, dafiir, dass, wenn 
schon ein Gemenge vorliegt, dieses aus einander sehr ahn- 
lichen Korpern besteht. 

Ein weiterer Einwand wiire der, dass die Untersuchung 
nicht als abgeschlossen betrachtet werden kann, da keine der 
als Spaltungsprodukte erhaltenen gechlorten Sauren identificir'! 
wurde. Um jedoch dieses Ziel zu erreichen, miissen erst 
umfassende Studien tiber hochgechlorte Fettsiiuren und _ ver- 
wandte Kérper angestellt werden. Immerhin scheinen fiir die 
gezogenen Schliisse die erhaltenen Resultate zu geniigen. 














Ueber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsdaure. 
Von 
Emil Fischer. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaction zugegangen am 5, Juli 1901.) 


Unter den Spaltungsprodukten, welche das Casein mit 
Salzsiiure liefert, hat man bisher mit Sicherheit festgestellt: 
Tyrosin und Leucin, Asparagin- und Glutaminsiure, Arginin 
und Lysin. Endlich wurde von Cohn!) noch eine Verbindung 
C,oH,.N,0, beobachtet, welche mit dem Leucinimid isomer ist 
und aller Wahrscheinlichkeit nach secundiir aus einer Amino- 
siure gebildet wird. 

Dass die erwihnten Produkte aber keineswegs die einzigen 
bestandtheile des Caseins sind, zeigen alle Angaben tiber ihre 
Mengen, die um so kleiner werden, je mehr sich die Beob- 
achter bemiiht haben, reine Priiparate darzustellen. Die letzten 
Angaben dieser Art riihren von Cohn?) her, welcher eine 
sogenannte quantitative Spaltung des Caseins beschrieben hat. 
Mehr als die Halfte seiner Produkte sind undefinirbare Sirupe, 
und auch die krystallisirten Partien, wie das rohe Leucin, 
tragen alle Kennzeichen von Gemischen. Es war deshalb von 
vornherein zu erwarten, dass eine vollkommenere Untersuchung 
der Hydrolyse noch eine Reihe von bisher tibersehenen Stoffen 
zu Tage fordern werde. 

Aber Angesichts der vielen Miihe und Sorgfalt, welche 
hei den ilteren Arbeiten auf diesen Gegenstand verwandt 
wurde, konnte man sich der Ueberzeugung nicht verschliessen, 
dass mit den bisher gebrauchten Methoden neue Resultate 
nur sehr schwer zu erzielen seien. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 170, 1897; Bd. XXLX, S. 283, 1900. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 395, 1899. 
































Emil Fischer. 


Wie ich vor Kurzem mitgetheilt habe,*) ist es mir nun 
gelungen, fiir die Scheidung und Reinigung von Aminosiiuren 
ein neues Verfahren aufzufinden, welches auf der fractionirten 
Destillation ihrer Ester beruht. Die Aminosiuren werden dabei 
zuniichst nach der Angabe von Curtius?) mit Salzsiiure und 
Alkohol verestert, dann folgt die Abscheidung aus den Hydro- 
chloraten nach meiner Beobachtung durch concentrirtes Alkali 
bei niederer Temperatur, und schliesslich die Destillation der 
Ester unter sehr geringem Druck. 

Ich habe mich zuniichst darauf beschriankt, das Verfahren 
fiir die Monoaminsiiuren auszubilden, und will nun beim Casein 
die grossen Vortheile desselben zeigen. Es ist dadurch ge- 
lungen, unter seinen Spaltungsprodukten folgende bisher tiber- 
sehene Stoffe 

Aminovaleriansiiure, 

Phenylalanin, 

a-Pyrrolidincarbonsaure 
mit Sicherheit nachzuweisen und die Anwesenheit von Glycocoll 
sowie von anderen nicht niiher charakterisirten Aminosiuren 
wahrscheinlich zu machen.?) 

Das meiste Interesse darunter verdient die a-Pyrrolidin- 
carbonsiiure, welche bisher nur als synthetisches racemisches 
Produkt bekannt war,!) aber aus dem Casein auch als optisch 
active Form erhalten werden konnte. Ob dieselbe ebenso 
wie die anderen Aminosiiuren als primiires Spaltungsprodukt 
zu betrachten ist, soll spater discutirt werden. 

Als Material fiir die Untersuchung, welche mit grdsseren 
Mengen durchgefiihrt werden musste, diente die beste Sorte 
des kiiuflichen Caseins (puriss. Merck). Wie weit die Resultate 
auch fiir das nach der Vorschrift von Hammarsten darge- 
stellte Priiparat oder fiir das Pflanzencasein gelten, bleibt noch 
festzustellen. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 34, 433, 1901. 

2) Journ. f. prakt. Ch., Bd. 37, 159, 1888. | 

3) Vgl. die vorliiufige Anzeige, Berichte d. d. chem. Ges., Bd. 34, 447 

4) Willstitter, Berichte d. d. chem. Ges., Bd. 33, 1160 und 
FE. Fischer, ebenda, Bd. 34, 454 (1901). 
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Zersetzung des Caseins durch Salzsaure. 


Die Hydrolyse, welche Hlasiwetz und Habermann’) 
durch langes Kochen mit verdiinnter Saéure unter Zusatz von 
Zinnchloriir bewerkstelligten, wird nach Cohn (1. ¢.) besser und 
rascher mit concentrirter Salzsiure ohne Zinnsalz ausgefiilrt. 

Seiner Angabe entsprechend wurden 500 g Casein mit 
1121 Salzsiiure (1,19 sp. Gew.) tibergossen und im Laufe von 
{1 Stunden wiederholt durchgeschiittelt, bis der grésste Theil 
mit schmutzig violetter Farbe gelOst war. Dann wurde 
6 Stunden am _ Riickflusskihler gekocht und die erkaltete 
Fliissigkeit von den ausgeschiedenen Fettsauren durch Filtra- 
tion getrennt. 

Von hieran bin ich der Vorschrift Cohn’s, welcher 
sofort die Salzsiure durch Abdampfen und Behandlung mit 
Kupferoxydul entfernt, nicht mehr gefolgt, sondern habe 
zunichst nach dem Vorgange von Hlasiwetz und Haber- 
mann die Glutaminsiéure durch Krystallisation des Chlor- 
hydrates abgeschieden. 

Zu dem Zweck wurde die Fliissigkeit auf etwa 7/4 | 
eingedampft und in der Kalte mit gasformiger Salzsiaure ge- 
siittigt. Sie blieb dann 3 Tage im Eisschrank stehen, wobei 
die salzsaure Glutaminséure als dicker Krystallbrei ausfiel. 
Um sie abfiltriren zu kinnen, wurde mit dem gleichen Volumen 
eiskalten Alkohols vermischt und auf der Pumpe abgesaugt. 
Will man das Salz rein darstellen, so wird es in wenig Wasser 
gelOst, mit etwas Thierkohle gekocht und mit Chlorwasserstoff 
wieder abgeschieden. Nach einmaliger Wiederholung dieser 
Operation ist das Priiparat nahezu farblos. Die Ausbeute be- 
trug 50 g, mithin 10°/o des Caseins. 


Veresterung der Aminosauren. 


Fiir diese Operation kann direkt das Filtrat von der 
Glutaminsiure dienen, nur ist es néthig, das darin enthaltene 
Wasser moéglichst vollstindig zu entfernen. Zu dem Zweck 
wird, am besten unter vermindertem Druck, eingedampft, der 


1) Liebig’s Annalen, Bd. 169, 150, 1873. 
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dunkelbraune, sirupdicke Riickstand mit 1! 21 absolutem Alkoho| 
durchgertihrt und mit gasférmiger Salzsiiure, zuletzt unter 
Erwirmen auf dem Wasserbade, gesiittigt. Da bei der Ver- 
esterung wieder erhebliche Mengen von Wasser entstehen. 
welche die Vollstandigkeit der Reaction hindern, so ist es 
vortheilhaft, von Neuem unter vermindertem Druck = einzu- 
dampfen, wieder in 1!/2 | Alkohol zu lésen und abermals mit 
Salzsiiure zu siittigen. Eine zweite Wiederholung der ganzen 
Operation steigert noch die Ausbeute an Ester. Jetzt wird 
die Fliissigkeit der bequemen Handhabung wegen in 4 Por- 
tionen getheilt und bei einer 40° nicht iibersteigenden Tempe- 
ratur des Wasserbades unter stark vermindertem Druck zum 
dicken Sirup verdampft. Dieser enthilt die Hydrochlorate der 
Aminoester; um letztere in Freiheit zu setzen, verfiihrt man 
folgendermassen : 

Der dicke Sirup wird direkt in dem Destillationskolben 
ungefiihr mit dem halben Volumen Wasser versetzt. Jetzt 
fiigt man zu der sorgfiltig mit einer Kiéltemischung gekiihlten 
Fliissigkeit vorsichtig soviel starke Natronlauge, dass die freie 
Salzsiiture ungefiéhr neutralisirt ist, und dann eine moglichs! 
concentrirte Losung von Kaliumearbonat und ziemlich viel 
Aether. Diese erste Operation hat den Zweck, die schwiicher 
basischen Ester der Asparagin- und Glutaminsiure, welctie 
gegen freies Alkali besonders empfindlich sind, abzuscheiden. 
Nach gutem Durchschiitteln wird der Aether abgegossen, durch 
neuen ersetzt, und zu der wiederum sehr sorgfaltig gekiihlten 
Masse in verschiedenen Portionen 33°/oige Natronlauge und 
festes Kaliumcarbonat zugegeben. Nach jedesmaligem Zusalz 
wird kriftig umgeschiittelt, um das Alkali in der steifen Masse 
zu vertheilen und den frei gewordenen Ester sofort in die 
iitherische LOsung tiberzuftihren. 

Ks ist vortheilhaft, den Aether mehrmals zu erneuern. 
Die Menge des Alkalis muss wenigstens so gross sein, (iss 
sie zur Bindung siimintlicher Salzsiiure ausreicht, und Kalium- 
earbonat ist soviel zuzufiigen, dass die Salzmasse einen dicken 
Brei bildet; denn nur dann werden die in Wasser fusserst 
leicht léslichen Ester der einfachen Aminosiiuren vollig aus- 




































Ueber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsiure. 150 


gesalzen. Ganz besonders gilt das fiir die Faille, wo Glycocoll 
ynd Alanin zu isoliren sind. 

Die vereinigten atherischen Ausziige, welche braun ge- 
firbt sind, werden etwa 5 Minuten mit Kaliumearbonat ge- 
schiittelt, dann abgegossen und 12 Stunden mit entwissertem 
Natriumsulfat getrocknet, da die tibrigen Trockenmittel, wie 
Aetzkali, Calcium- und Baryumoxyd -oder selbst das Kalium- 
earbonat, bei langerer Einwirkung etwas Ester zersetzen. 
Nach dem Verdampfen des Aethers wird der Riickstand bei 
8—15 mm Druck itiber freier Flamme destillirt. 

Bis 40° geht in der Regel noch etwas Alkohol iiber, 
dann wurden bei einem Versuch, der mit 500 g Casein recht 
sorgfiiltig durchgefiihrt war, folgende Fractionen erhalten: 

40— 55° (bei 10 mm) 7 g 
5d5— 80° (> 9 » ) 13» 


80—100° (» 9 » ) 97 » 
100—130° (» 9 ») 27» 
130—160° ( >» 9 » ) 29 » 

173 ¢ 


Liingeres Kochen des Caseins mit Salzsiiure andert an 
dem Resultat nur wenig. Bei einem Versuche, wo wiederum 
d\0) g Casein 36 Stunden mit der Siiure gekocht waren, be- 
trug die Gesammtmenge der in Aether léslichen Produkte 280 g 
und der bis 170° bei 16 mm. destillirende Ester 200 g, wobei 
aber die letzte Fraction schon erhebliche Mengen von Zer- 
setzungsprodukten enthielt. Die Produkte sind ebenfalls die 
gleichen wie beim kiirzeren Kochen. 

Zur weiteren Trennung der Ester wurden mehrere der 
obigen Fractionen nochmals einer zweimaligen systematischen 
Fractionirung unterworfen und bei 10 mm. Druck folgende 
* Priparate aus 1 kg Casein gewonnen: 

1. M— 5d° 14 ¢ 
2. 55— 65° 14 >» 
3. G5— 80° 25 » ae 
4. 80— 85° 165 » 
5. 8d—110° 18 >» 
6. 110—120° 40 » 
7. 120--1309 28 » 
. 130—160° 
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Siimmtliche Fractionen sind noch Gemische, die durch 
weitere Destillation nicht gereinigt werden kénnen. Zur Schei- 
dung in die einzelnen Bestandtheile wurden deshalb die Estey 
in die Aminosiiuren zuriickverwandelt. 

Diese Verseifung lasst sich bei den bis 85° siedenden 
Produkten, welche nur aus Estern der Monaminosiiuren  )e- 
stehen, am bequemsten durch mehrstiindiges Kochen mit Wasser 
am Riickflusskiihler bewerkstelligen. Bei den hoher siedenden 
Teilen, welche Asparagin- und Glutaminsidure enthalten, ist dic 
Verseifung durch Erwiirmen mit Barytwasser auszufthren. 

Zu beachten ist, dass die Ester sich beim Aufbewahren 
allmahlich zersetzen, und zwar um so rascher, je kleiner das 
Molekiil ist. Es empfiehlt sich deshalb, die Verseifung mijg- 
lichst bald und zwar bei den niedrigsten Fractionen schon 
innerhalb 24 Stunden vorzunehmen. 


Fraction 40—)5d°, 





Wie die Riickverwandlung in die Aminosiiuren zeigte, 
bestand diese Fraction noch etwa zu zwei Drittheilen aus 
Alkohol, dessen vollige Entfernung beim Eindampfen der  salz- 
sauren Ester nicht moglich ist. 

Beim liingeren Stehen schied die Flissigkeit eine amorphe 
feste Masse ab, welche eine sehr schdne Biuretreaction gab. 
Wie ich friiher dargelegt habe,!) wird dadurch die Anwesen- 
heit von Glycocollester sehr wahrscheinlich gemacht. Um den- 
selben als Hydrochlorat zu isoliren, wurde eine Probe der 
Fliissigkeit in der doppelten Menge absoluten Alkohols gelost, 
mit gasfOrmiger Salzsidure gesittigt, in einer Kaltemischung ge- 
kiihlt und mit einem winzigen Krystéllchen von salzsaurem 
Glycocollester geimpft. Nach 2 Stunden war in der That cine 
ziemlich erhebliche Krystallisation eingetreten und das Produkt 
zeigte nach dem Lésen in Alkohol und Fillen mit Aether sowol! 
den iiusseren Habitus wie den Schmelzpunkt (gef. 145° corr. 
des salzsauren Glycocollesters. Da aber die Menge im Ganzcu 
recht gering war, so halte ich es fiir wahrscheinlich, diss 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 34, 442 (1901). 
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dieses Glycocoll von einer Verunreinigung des Caseins 
herruhrt. 

Der grosste Teil der Fraction wurde zur Verseifung der 
Ester mit der fiinffachen Menge Wasser 5 Stunden am Riick- 
flussktihler gekocht und die Losung concentrirt, bis in der 
Kiilte Krystallisation erfolgte. Die erste Krystallisation (0,34 g) 
cab bei der Analyse Zahlen, welche sich am meisten den fiir 
Aminovaleriansiiure verlangten Werthen nihern. 

Gefunden: C 49,72 °o, H 9,22 °%/o. 
Berechnet: » 51,29°/o, » 940%. 

Die Mutterlauge hinterliess beim vollstiéindigen Verdampfen 
noch 2,5 g Aminosiiure. Sie wurde in wenig heissem Wasser 
celdst, die in der Kalte ausfallenden Blattchen durch Filtration 
entfernt, und die Mutterlauge in 400 ccm. heissen Alkohol (95°/o) 
eingegossen. Die Menge der nach langerem Stehen in der 
Kilte abgeschiedenen Krystalle betrug 1,2 g. Sie wurden fir 
die Analyse bei 110° getrocknet. Die Zahlen passen recht 
cut auf Aminopropionsdure. 

0.2185 g Substanz gaben 29,4 ccm. N (21°, 767,5 mm.). 

0.1830 » > » 00,2725 g CO, und 0,1310 g H,O. 

C,H,O,N. Berechnet: 40,450 C, 7,86% H, 15,73%o N. 

Gefunden: 40,17°/o » 787° » 15,50’ » 

Das Hydrochlorat drehte nach rechts. 

Leider reichte die Menge des Priiparates nicht aus, um 
durch Darstellung von Derivaten die Identitéit mit dem Alanin 
testzustellen. Ich halte deshalb die Wiederholung des Ver- 
suches mit grésseren Mengen fiir nothig. 


Fraction )d—6)°. 


Diese Fraction enthalt Aminovaleriansaéure und zwar, wie 
es scheint, als Hauptbestandtheil. Der Ester wurde durch 
Kochen mit Wasser verseift und die Aminosiuren zuniichst 
ius Kupfersalz verwandelt. Nachdem der schwerer  ldsliche 
Theil des Salzes, welcher iibrigens den Metallgehalt des amino- 
valeriansauren Kupfers schon besass (gefunden: Cu 21,51°/o, 
berechnet: 21,49°/o), entfernt war, wurde die Aminosiiure 
regenerirt und zweimal aus Wasser umkrystallisirt. Die so 
















1)8 Emil Fischer. 






























erhaltenen farblosen gliinzenden Bliittchen gaben nach dem 
Trocknen bei 100° Zahlen, welche ziemlich gut auf Amino- 
valeriansiiure stimmen. Leider reichte in Folge eines grossey 
Verlustes die Menge fiir eine ausfiihrliche Untersuchung nicht 
aus, aber ich zweifle nicht daran, dass das Produkt mit der 
sogleich niiher zu beschreibenden Aminovaleriansiiure iden- 
tisch war. 
0.2000 ¢ Substanz gaben 0,3689 ¢ CO, und 0,1673 g¢ H,0. 
C.H,,O.N. Berechnet: 51,28°/o GC, 9,40°/o H. 
Gefunden: 51,47°/o » YS9%o » 


Fraction 65—80°, 


Neben kleinen Mengen von Leucin und Pyrrolidincarbon- 
siiure findet sich auch hier Aminovaleriansiure, aber ihre Isoli- 
rung und Reinigung ist so schwierig, dass es nicht mdoglich 
war, geniigendes Material zu beschaffen, um ihre Constitution 
aufzukliiren. 

Zunichst wupde das Gemisch der Ester durch Kochen 
mit der fiinffachen Menge Wasser in der gleichen Weise wie 
die Fraction 80—85° verseift. Das Gewicht der Aminosiiuren 
betrug 12 g. 10g wurden in 21 Wasser gelést und 1 Stunde 
mit tiberschtissigem gefiillten Kupferoxyd gekocht. Das Filtrat 
schied beim Eindampfen ziemlich bald ein schwer  losliches 
Kupfersalz ab, welches mehrmals abgehoben und mit wenig 
Wasser ausgekocht wurde, wobei die Laugen zur urspriing- 
lichen Lésung zuriickgegeben wurden. Die Menge des schwer 
loslichen Kupfersalzes betrug 2,1 g und die Bestimmung des 
Kupfergehaltes deutete auf ein Gemisch von etwa_ gleichen 
Theilen Leucin und Aminovaleriansiiure. Das Filtrat hinterliess 
beim Verdampfen die leicht léslichen Kupfersalze. Beim Aus- 
kochen mit absolutem Alkohol gingen davon 0,9 g in Lésung, 
welche wohl im Wesentlichen |-pyrrolidincarbonsaures Kupler 
waren. 

Der in Alkohol unlésliche Theil wurde dann, mehrmals 
mit ungefiihr 100 cem. Wasser bei 70—80° ausgelaugt, wobe! 
wieder 0,8 g schwer lésliches Kupfersalz zuriickblieb. [ie 
wiisserige Lésung wurde mit Schwefelwasserstoff vom Kupter 
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befreit, zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 25 cem. 
absolutem Alkohol ausgekocht. Dabei ging die racemische 
Pyrrolidincarbonsaure in Losung, ihre Menge betrug 1,5 g. 

Der in Alkohol unlésliche Theil wurde in Wasser gelést, 
mit etwas Thierkohle gekocht und das eingeengte Filtrat mit 
dem gleichen Volumen Alkohol versetzt. Dabei schieden sich 
25 @ Aminosiiure ab, welche folgende Zahlen gab: 

0.1885 g Substanz lieferten 0.3444 g CO, und 0.1561 g H,O. 

C5H,,O,N. Berechnet: 51,28°/o C, 940° o H. 
Gefunden: 49,83°o0 » 9.20% 

Man ersieht daraus, dass das Priiparat noch keineswegs 
reine Aminovaleriansiiure war. In 20°/oiger Salzsiiure gelost 
gab es or —= + 27,1°. Zur weiteren Reinigung wurde die 
Substanz in 20 cem. kochendem Wasser gelist und mit 40 cem. 
Alkohol wieder gefallt. Die so erhaltenen schénen gliinzenden 
Biiittchen schmolzen in geschlossenem Capillarrohr unter Gas- 
entwicklung bei 292—295° (corr.). Nach der Analyse war 
auch dieses Priiparat keine ganz reine Aminovaleriansiiure. 

0.2110 g Substanz gaben 0,3891 g CO, und 0,1728 ¢ H,O. 
Gefunden: 50.30°/o C, 9.1080 H. 

Zur weiteren Charakterisirung wurde deshalb die Amino- 
siiure zuerst racemisirt und dann mit Phenyleyanat gekuppelt. 
Das Erstere geschah durch 24stiindiges Erhitzen mit der drei- 
fachen Menge Barythydrat und der zwanzigfachen Menge Wasser 
auf175°,. Die in der iiblichen Weise abgeschiedene Aminosiure 
hildete gliinzende Blittchen, welche sich von dem r-Leucin durch 
ihre viel gréssere Léslichkeit in kaltem Wasser unterschieden. 

1 g von dem Priiparate wurde in 10 ccm. Normalnatron- 
lauge gelést und bei 0° unter kriftigem Schiitteln tropfenweise 
mit Phenyleyanat solange versetzt, bis eine Abscheidung von 
Diphenyvlharnstoff stattfand. 

Aus dem alkalischen Filtrat fiel beim Ansiiuern die Phenyl- 
cyanatverbindung als zihes Harz aus, welches aber bald krystal- 
linisch erstarrte. 

Aus heissem 50°/oigen Alkohol krystallisirte das Produkt 
in gliinzenden, oft sechsseitigen Bliittchen, welche bei 157—158° 
unter Zersetzung schmolzen. 
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Schoner als die Phenylcyanatverbindungen selbst. sind 
in der Regel ihre Anhydride, das trifft auch im vorliegenden 
Falle zu. Zur Bereitung des Anhydrids wurde in der bekannten 
Weise die Verbindung in der hundertfachen Menge 20° oigep 
heisser Salzsiiure gelést, eine halbe Stunde gekocht und dann 
die Fliissigkeit auf etwa '/s Volumen eingedampft. Beim Er- 
kalten schieden sich farblose, zu Biischeln gruppirte Nadeln 
ab, welche zur Analyse nochmals aus siedendem Wasser um- 
krystallisirt’ und im Vacuum iiber Schwefelsiure getrocknet 
wurden. 

O4838 g Substanz gaben 0.4456 g CO, und 0.1100 g H,0. 


-_S 


0.1777 » > >» 19,7 ecm. N (22°, 767 mm.). 
CieH,,0.N,. Berechnet: 66,05°)) C, 6,42°%o H, 12,84%o N. 
Gefunden: 66,12°/o » 6,62°/o » 12,72° 

Die erhaltenen Zahlen stimmen recht gut auf die Forme! 
CoH,,N.O,. Das wiirde dem Phenylhydantoinderivat einer 
a-Aminovaleriansiiure von folgender Structur 

C.H,N —CO 
| SNH 
~~ G— a — a, 
oder einer isomeren Verbindung entsprechen. 

Das Priaparat schmolz auch nach mehrmaligem Umkrystal- 
lisiren bei 117° (corr.), aber vielfaltige Erfahrung hat mich 
gelehrt, dass Constanz des Schmelzpunktes bei solchen Deri- 
vaten der Aminosiiuren keine Garantie fiir die Reinheit ist, und 
so kann ich auch im vorliegenden Falle fiir die Einheitlichkeit 
des Priiparates nicht einstehen, zweifle aber nicht daran, dass 
es der Hauptmenge nach das Derivat einer Aminovalerian- 
siiure ist. 


Untersuchung der Fraction 80—85d°. 

Das Produkt ist in kaltem Wasser leicht I6slich. scheidet 
sich aber beim Erwiirmen der concentrirten L6sung zum Theil 
wieder Olig ab. Seine specifische Drehung war + 5,5". 

SO ¢ wurden mit der 10fachen Menge Wasser 6—7 Stunden 
sekocht, bis das Oel giinzlich und die alkalische Reaction der 
Fliissigkeit nahezu versechwunden war. Durch successives 


Eindampfen und Erkaltenlassen der Lésung resultirten 5 \1y- 
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stallisationen von 14, 9 und 8 ¢g. Eine 4. Krvystallisation 
wurde dann aus dem Filtrat durch Zusatz der gleichen Menge 
A\kohol gewonnen. Die Mutterlaugen dienten, wie spiiter be- 


<chrieben wird, zur Isolirung der beiden isomeren Pyrrolidin- 
carbonsauren., 

Die 4 Krystallisationen bestehen zum allergréssten Theile 
aus Aminocapronsiuren und enthalten wahrscheinlich eine kleine 
Menge von Aminovaleriansiiure. Um diese abzutrennen, wurden 
durch Umkrystallisiren 7 Fractionen hergestellt, welche auf ihr 
optisches Drehungsvermégen in 20°/oiger Salzsiiure unter- 
sucht sind. 


oy 1200 
A. 4,7 g [a], = + 12,0° 
; 65 + 224° 
i. ae +. 21,7° 
D. 6.7 = + 251° 
FE. 7,0 = «t- 275° 
i 6.5 » = + 20,()° 
G 6.0 
41,1 g 


Die Fractionen A und D wurden analysirt und zeigten 
die Zasammensetzung der Aminocapronsiiure. Dass sie aber 
ebensowenig wie die zwischenliegenden Theile B und C ein- 
heitliche Priiparate sind, zeigt das Schwanken des Drehungs- 
vermogens. Unzweifelhaft bestehen sie zum = gréssten Theil 
aus dem gewohnlichen Leucin, welches in der ersten Frac- 
tion zum Theil als racemische Form vorhanden ist. Fir das 
active Leucin wird nun allerdings eine specifische Drehung von 
— 17,5" von Sehulze angegeben, und solange dieser Werth 
nicht als zu niedrig erkannt ist, muss man annehmen, dass 
in der Fraction D und héchst wahrscheinlich auch in B und 
( eine gleich zusammengesetzte, aber stiirker drehende Amino- 
siure enthalten ist. Thre Isolirung mit Hiilfe des Kupfersalzes 
oder der Phenyleyanatverbindung habe ich vergeblich versucht. 

Die Fractionen F und G sind Gemische von Leucin und 
Aminovaleriansiiure. Man hiitte erwarten sollen, dass diese 
beiden Séuren sich durch die Kupfersalze trennen liessen, da 
leven Loslichkeit in Wasser recht verschieden ist. Leider 
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haben aber beide Salze die Neigung, zusammen zu krystallisiren, 


Man erhiilt) gerade aus diesem Gemisch  hiiufig prachtyol| 
dunkelblaue grosse bliitterige Krystalle, die in heissem Wasser 
viel leichter loslich sind als Leucinkupfer. Ihre Analyse stimmt 
ungefiihr auf ein Gemisch von gleichen Molekiilen Leucin- 
kupfer und aminovaleriansaurem Kupfer nebst einem Molekii 
Wasser: 
0.4372 ¢ lufttrockenes Salz verloren bei 110° 0.0244 g Wasser. 
| C,,H,,0,N,Ca + H,O. Berechnet: 5,50° 0 H,O. 
Gefunden: 5,58° 
O198+ ¢ wasserfreies Salz gaben 0,3066 ¢ CO, und 01276 g H,O 
ODIO » 15.3 ccm. N (17°, 750 mm.). 
() 2OR8D 0.0698 ¢ CuQ. 
C,,H,,0,N,Cu: 
Berechnet: 42,58 °%o C, 7,10°/o H, 9,0 %Jo N, 20,48 %/o Cu. 
Gefunden: 42,15°/o » 7,14%o » 899°. » 20,77°/o 

Gb hier eine wirkliche molekulare Verbindung oder nur 
Mischkrystalle vorliegen, habe ich nicht weiter gepriit. 

Die Isolirung der Aminovaleriansiiure wurde hier be- 
sonders durch den Umstand erschwert, dass neben activen 
Siiuren stets kleinere und wechselnde Mengen der Racem- 
korper vorhanden sind. In solchen Fiillen ist es nach meiner 
Erfahrung rathsam, durch ein- bis zweitiigiges Erhitzen mil 
iberschiissigem Barytwasser auf 160—170° im Autoclaven, 
wobei Glasgefiisse zu vermeiden sind, véllig zu racemisiren, 
und dann erst die Trennung der einzelnen Aminosiuren durch 
Krystallisation oder durch die Kupfersalze vorzunehmen. 

Ich habe diese Operation, speciell zur Isolirung der 
Aminovaleriansiiure, mit dem rohen Gemisch der Aminosiiuren, 
welches aus dem Ester der Fraction 80—85° entsteht, vor- 
genommen. Das racemisirte Produkt wurde dann durch 
Krystallisation aus Wasser in 3 Fractionen getheilt. 

Die leicht lésliche Fraction wurde zur Entfernung der 
Pyrrolidincarbonsiiure mehrmals mit absolutem Alkohol aus- 
gekocht, der Riickstand in wenig Wasser gelést und mit 
Alkohol gefillt. Das so erhaltene Produkt, dessen Menge un- 
gefuhr 5°,o des urspriinglichen Esters betrug, diente zur Dar- 
stellung der Phenylcyanatverbindung bezw. dessen Anhydrid. 
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Die Analyse des letzteren gab Zahlen, welche auf das Derivat 
der Aminovaleriansiure stimmen. 

0.1772 g Substanz gaben 0,4282 ¢g CO, und 0,1065 g H,O. 

O.1085 » > >» 12,4 ccm. N (24°, 763 mm.). 

C..H,,O,N,. Berechnet: 66,06°. CG, 642° 0 H, 12,85°o N. 

Gefunden: 65,90°/o » 6,689 » 12,97°%o 

Aber der Schmelzpunkt des Produktes 109° lag 8° nie- 
driger als bei dem entsprechenden Priiparat, welches aus der 
Fraction 65—80° gewonnen war. 

Die oben erwahnten wisserig-alkoholischen Mutterlaugen, 
welche neben gewohnlichen Aminosiiuren die beiden Pyrrolidin- 
carbonsiuren enthalten, wurden nach Wegdampfen des Alkohols 
etwa auf }/2 Liter verdtinnt und mit iiberschiissigem gefiillten 
Kupferoxyd 11/2 Stunden gekocht. Beim Verdampfen des 
Filtrats blieben 28 g Kupfersalz zuriick. Sie wurden fein 
gepulvert und 2 Mal mit je 100 ccm. heissem absoluten 
Alkohol ausgelaugt. Ungelést blieben 10 g, und aus dem 
Filtrat fielen beim Erkalten noch 2 g aus, welche dann in 
Alkohol sehr schwer léslich waren. 

Das unldsliche Kupfersalz enthiilt hauptsachlich die 
racemische a-Pyrrolidincarbonséiure. Es wurde mit 
300 ccm. Wasser ausgekocht, von einer kleinen Menge Riick- 
stand filtrirt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat 
im Vacuum zur Trockne verdampft. Beim Auslaugen des 
hiickstandes mit 40 ccm. heissem absoluten Alkohol, welcher 
die Pyrrolidincarbonsiiure leicht lost, blieben 1,8 g Aminosiiure 
zurtick, welche nach einmaligem Umkrystallisiren aus Wasser 
analysirt wurden: 

0.1993 g Substanz gaben 0,3838 g CO, und 0,1717 g H,0. 

C5H,,O.N. Berechnet: 51,28°/o C, 9,40°/o H. 
C,H,,0,N. ; 54,96%o >» 9,92%o » 
Gefunden: 52,52°o » QY58°%o » 


Die Zahlen deuten auf ein Gemisch von etwa */3 Amino- 
Valerianséiure und 1/3 Aminocapronsiure. 

Als bei einem spiteren Versuch die entsprechende Sub- 
stanz einmal aus Wasser und dann aus Wasser unter Zusatz 
von Alkohol umkrystallisirt wurde, ergab die Analyse folgende 
Zahlen: 
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QA885 g Substanz gaben 0.3559 g CO, und 01603 g H,O. 


O.1670 >» > >» 17,0 cem. N (21,5°, 761.5 mm.). 
C.H,,O,N. Berechnet: 51,28 °/o C, 9,40° 0 H, 11,95°%o N. 
Gefunden: 5149". » 945° » 11,69°'o 


Die in der alkoholischen Losung befindliche Pyrrolidin- 
carbonsiure war nunmehr so gut wie fret von gewohnlichey 
Aminosiiuren, Sie wurde nach dem Verdampfen des Alkohols 
ins Kupfersalz zuriickverwandelt und dies in 2) Fractionen 
SS + 1,4 ¢) zerlegt. Die erste Fraction diente fiir die Analyse. 

1.2576 ¢ tufttrockenes Salz verloren bei 108° 0,1381 ¢. 

0.2210 » Substanz gaben 0.3825 g CO, und 0,1107 g HO. 

CoH, O,N,Cu + 2 HO. Berechnet: 10,99 °/o H,O. 
Gefunden: 10,97 °/o — » 

C, H,,0,N.Cu. Berechnet: 41,16°. C, 5,49°/o H. 
uefunden: 41,03 °/0 » 5,56°/o 

Die aus dem Salz in Freiheit gesetzte Saure gab nach 
einmaligem Umkrystallisiren und Trocknen bei 40° im Vacuum 
folgende Zahlen: 

O1939 ¢ Substanz gaben 0.5706 g CO, und 1307 g H,0. 

C.H,O,N. Berechnet: 52,18°%o C, 7,83°/o H. 
Gefunden: 52,12°/o » 7,88°/o » 

Die Substanz zeigte ganz das Verhalten der gewohnlichen 
Pyrrolidinecarbonsiiure, wie es von Willstétter?!) und dann 
von mir?) an den synthetischen Produkten gefunden wurde. 


l-Pyrrolidincarbonsiiure. 

Ihr Kupfersalz ist in dem oben erwiihnten alkoholischen 
Auszug enthalten und bleibt beim Verdampfen desselben als 
tiefblaue amorphe Masse zuriick. 

Ks wurde in Wasser gelést, mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt, das Filtrat unter vermindertem Druck verdampft und der 
Riickstand zweimal mit absolutem Alkohol, im Ganzen 100 ccm., 
ausgekocht. Hierbei blieben 1,2 g¢ gewohnliche Aminosiiure 
zuriick, welche von der Pyrrolidincarbonsiiure durch den vie! 
hoheren Schmelz- bezw. Zersetzungspunkt leicht zu unter- 
scheiden ist. Das Rohprodukt enthielt 0,5°/o CG mehr, als fur 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 33, 1160 (1900). 
2) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 34, 458 (1901). 
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Aminovaleriansiiure verlangt wird. Nach einmaligem Um- 
krystallisiren aus Wasser, darauf aus Alkohol, gab die bei 
{25° getrocknete Substanz folgende Zahlen: 


0.2000 g Substanz leferten 0.3763 g CO, und 0.1677 g H,0O. 


0.1668 » > » 17.4 ccm. N (20.5°, 734 mm.). 
C,H,,0,N. Berechnet: 51,28°. C, 9,40 °%/o H, 11,95°o N. 
Gefunden: 51.31 ° 0 9,32 ° » 41,95 %'o 


ms) 


Die Lisung, welche in 4,7782 g Salzsiiure (20° 0) 0.2673 g 
Aminosiiure, mithin 5,594°/o enthielt und ein specifisches Ge- 
wicht von 1,10 besass, drehte im Decimeterrohr bei 20° 
Natriumlicht 1,72° nach rechts. 

[a - = + 27,95° 
ID oe 

In geschlossener Capillare schmolz die Substanz unter 
starker Gasentwicklung bei 285—286" (292—293° corr.). 

Das alkoholische Filtrat von der Aminovaleriansiiure hinter- 
liess beim raschen Verdampfen die active Pyrrolidincarbon- 
siiure als schwach gelbgefarbe krystallinische Masse. Die Aus- 
heute betrug 8,5 g. 

Zur weiteren Reinigung wurde die Siiure entweder in 
heissem Alkohol gelOst und nach Zusatz von Aether der Kry- 





stallisation tiberlassen oder in wenig Wasser geldst, nach 
/usatz von Pvyridin mit wenig Thierkohle gekocht und das 
Filtrat noch etwas eingeengt. Im letzteren Falle schieden sich 
iibsche flache Nadeln ab, welche aber beim spiiteren Trocknen 
an der Luft verwitterten. Sehliesslich wurde das zuletzt ge- 
nannte Praparat noch einmal aus Alkohol durch Eindunsten 
unkrystallisirt. Bei der Analyse gaben die drei Priiparate 
folgende Werthe: 


I. Getrocknet bei 110°: 
0.1777 ¢ Substanz lieferten 18,2 cem. N (18°. 765 mi.). 
0.1985 » 0.3713 ¢ CO, und 01415 g HO. 
Gefunden: 51,01° C, 7.92%. H, 11.91%». N. 


Il. Getrocknet im Vacuum itiber Schwefelsiiure : 
0.2022 g Substanz heferten 0.3795 g CO, und 0.1437 g¢ H,O. 
1719 » . ().3224 >» » » O1210 

Gefunden: 51.19%.» C. 7.89°. H. 


. 91,.15°) » 7,89 %o 
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Il]. Getrocknet im Vacuum bei 40°: 
CO, und 0.1403 g H,0. 
99% H -- 

83 °Jo » 12,17 %/o N. 

In Folge der schwierigen Reinigung haben auch die 
optischen Bestimmungen schwankende Werthe ergeben, und 
ich halte es fiir moglich, dass selbst die héchste gefundene 
Zahl noch etwas zu niedrig ist. 

|. Getrocknet tber Phosphorsiureanhydrid im Vacuum. 
#9681 g wisserige Losung, welche 0,4016 g Substanz, mithin 
8,792°/o enthielt und das specifische Gewicht 1,023  besass, 
drehte im Decimeterrohr bei 20° Natriumlicht 6,47° nach links. 


~ 
s 


Q.1950 ¢ Substanz lieferten 0.3705 
Gefunden: 51.82°0 C, 
C,H,O,N. Berechnet: 52,18 °o 


~~] sly 


7} 200 = 
[a] 5, = — 71,94°. 
I]. 4.5192 g wiisserige Losung, welche 0,4061 g Sub- 


stanz, mithin 8,986°/o enthielt und das specifische Gewicht 
1,024 besass, drehte im Decimeterrohr bei 20° Natriumlicht 
6,83° nach links. 


P “} 209 = 4 990 
heel D = ‘Tr.com 


Il. 10,9570 ¢ wiisserige Lésung, welche 0,8094 g Sub- 
stanz, mithin 7,59°/o enthielt und das specifische Gewicht 1,02 
besass, drehte im 2-Decimeterrohr bei 20° Natriumlicht 11,67° 
nach links. 


7 200 , 
| « | 1D = 17,40°, 


Der letzte Werth entspricht dem reinsten Priiparat und 
ist deshalb am wahrscheinlichsten. 

Von einem Praparat, welches in wiisseriger Losung 
| « mf = — 72,64° zeigte, wurde noch die Drehung in salz- 
saurer und in alkalischer Lisung bestimmt, um den Vergleich 
mit anderen Aminosiiuren unter diesen Bedingungen zu er- 
moglichen. 

Die Lésung in 20° oiger Salzsiiure, welche in 4,5904 g 
0.3526 g Substanz, mithin 7,682° 0 enthielt und das specifische 
Gewicht 1,118 besass, drehte im Decimeterrohr bei 20° Na- 
triumlicht 4,00° nach links. 


[a] 3" = - 
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Die alkalische Losung (3 ecm. Normalkalilauge + Wasser), 
welche in 35,5106 g 0.3157 g Substanz, also 5,729°/o enthielt 
und das specifische Gewicht 4,035 besass, drehte im Decimeter- 
rohr bei 20° Natriumlicht 4,95° nach links. 

|e “4 = — §3,48°. 

Die Zahlen sind selbstverstiindlich nicht ganz genau, 
ceniigen aber zur vorliiufigen Orientirung. 

Beim raschen Erhitzen im Capillarrohr schmolzen_ alle 
drei Priiparate unter starker Gasentwicklung bei 203—206° 
(.206—209° corr.). Dabei tritt, ebenso wie beim Eindampfen des 
Kupfersalzes der charakteristische Geruch des Pyrrolidins auf. 

Der endgiltige Beweis, dass hier active a-Pyrrolidin- 
carbonsiiure vorliegt, wurde tiberdies noch durch Verwandlung 
in die inactive Form geliefert. Die Racemisirung war nach 
hstiindigem Erhitzen von 1 g Sdure mit 2 g krystallisirtem 
Barvthydrat und 4 g Wasser auf 140—145° beendet. Nach 
der Fillung des Baryts mit Kohlensiure wurde das Kupfersalz 
dargestellt, welches jetzt in Alkohol vollig unl6slich war und 
aus Wasser krystallisirt die Zusammensetzung des a-pyrrolidin- 
carbonsauren Kupfers hatte: 

(2404 ¢ lufttrockenes Salz verloren bei 110° 0.0260 ¢ an Gewicht 
ind heferten darnach 0.0594 ¢ CuO. 

C,H,.0,N,Cu + 2 H,0. Berechnet: 10,99 °/o H,O. 
Gefunden: 10,81 ° 


C4 9H,.9,N,Cu. Berechnet: 21.81 °%o Cu. 
Gefunden: 22,15°%0 » 
Um die active Siiure durch ein besser krystallisirtes 


Derivat zu charakterisiren, habe ich noch ihre Verbindung 
mit Phenylisoevanat bezw. deren Anhydrid dargestellt. Zu 
dem Zweck wurden 1,8 g der 1|-Pyrrolidincarbonsdure in 
15 cem. Normalnatronlauge gel6st und nach guter Abktihlung 
2 g Phenylisocyanat in kleinen Portionen unter dauerndem 
kriiftigen Schiitteln zugefiigt. Zum Schluss wird die Losung 
mit etwas Tierkohle durchgeschiittelt, filtrirt und angesiiuert, 
wobei die Phenyleyanatverbindung als harzige Masse ausfillt. 
Da sie wenig Neigung zum Krystallisiren hat, so fiigt man 
hoch so viel Salzsiiure zu, dass die Loésung etwa 4°,» davon 
cuthalt, und engt auf dem Wasserbade ein, wobei an Stelle 
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des urspriinglichen Oeles die Krystalle des Anhydrids  treten. 
Diese werden nach dem Erkalten filtrirt und aus etwa 200 cer. 
kochendem Wasser umkrystallisirt. Die Substanz ist sofort 
rein und die Ausbeute recht befriedigend. 

In warmem Alkohol und Aceton ist sie erheblich leichter 
loslich als in Wasser, in Aether ist sie schwerer l6slich. Sie 
krystallisirt aus diesen Flissigkeiten meist in kleinen Prismen. 
Aus heissem Wasser, wovon elwa 110 Theile zur Losung 
nothig sind, fillt sie beim Erkalten in htibschen flachen Nadeln. 
welche bei 143° (144° corr.), mithin erheblich hoéher als die 
Inactive Verbindung (118°) schmelzen. 

Die im Vacuum itiber Schwefelsiure getrocknete Substanz 
gab folgende Zahlen: 


0.1952 ¢ substanz gaben 0.4770 g CO, und 0,0968 ¢ H,O. 


O.1960) » » 21.4 ecem. N (17°, 769 mm.). 
Cas Ne. Berechnet: 66.67 °/o CG. 5.97 °'o H. 12.96 2'o N. 
Gefunden: 66.64°'5 » 3.51°/0 » 12.839. 


Beziiglich der Structur verweise ich auf das beim Racem- 
korper Gesagte, will aber hier der Bequemlichkeit halber die 
Formel anfihren: 

CH, - CH, 


CH, CH—CO 


N--CO—N—C,H,. 
Wegen threr schonen Eigenschatten ist die Verbindung zur 
Krkennung der activen «-Pyrrolidincarbonsiiwe recht geeignet. 
Die Menge der Pyrrolidincarbonsadure, welche aus dem 
Cusein entsteht, ist keineswegs gering, denn bei Anwendung 
yon DUO ¢ des Letzteren konnten allein aus der von 80—8)° g 
siedenden Fraction der Ester 10 @ active und 4 g@ racemisclie 
Siiure isolirt werden. Aus der niichst niederen Fraction 
wurden noch weitere etwa 2 ¢@ gewonnen. Die Gesammi- 


i 


menge der Siiure betrug mithin 3,2°/5 des Caseins, 

Wegen ihrer leichten Loslichkeit in Wasser und ‘Alkoho! 
ist sie allen friiheren Beobachtern, welche sich mit der Spal- 
tung des Caseins beschiiftigt haben, entgangen. Auch be 
anderen Proteinstoffen ist die Siiure bisher nicht gefunden 
worden. Zwar gibt Schiitzenberger an, dass er aus Albumin 
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durch Spaltung mit Barytwasser unter Druck  ungesiittigte 
Aminosiiuren von der allgemeinen Formel C,H,,.,NOQ, die 
sogenannten Leuceine erhalten habe. Aber er hat keinen dieser 
Stoffe als chemisches Individaum charakterisirt. Er schliesst 
vielmehr auf ihre Existenz aus der Analyse von Priiparaten, 
die nach ihrer Gewinnungswelse meiner Erfahrung gemiiss 
nur Gemische gewesen sein kOnnen, und ich habe in keiner 
seiner Angaben auch nur eine Andeutung finden kénnen, dass 
er die Pyrrolidincarbonsiiure unter den Hiinden hatte. 

Schwieriger ist die Frage zu entscheiden, ob die Siiure 
cin primiires Spaltungsprodukt des Caseins ist: denn man 
kann sich auch wohl vorstellen, dass sie unter dem Einfluss 
der Salzsiiure secundiir aus einem 1,4 Derivat der Valerian- 
siure durch Ringschluss entstehe. Ich habe zuniichst an das 
Arginin gedacht, welches durch Abspaltung der Guanidin- 
eruppe in Pyrrolidincarbonsiiure tbergehen konnte, und des- 
halb folgenden Versuch ausgefiihrt: 

1 g Argininnitrat, welches mir von Herrn E. Schulze 
freundlichst zur Verfiigung gestellt war, wurde zuerst = mi! 
1’ 2» Molekiilen Schwefelsiiure in verdiinnter wiisseriger Losung 
versetzt und mehrmals unter vermindertem Druck abdestillirt, 
um die Salpetersiiure zu entfernen. Dann wurde das Sulfat 
Int 20 cem. rauchender Salzsiiure erst 6 Stunden am Riick- 
(lussktihler gekocht und schliesslich genau in derselben Weise 
wie die Caseinlbsung auf die Ester der Aminosiiuren ver- 
gar kein in Aether 


_ 


urbeitet. Da unter diesen Bedingungen 
loslicher Ester erhalten wurde, so war offenbar keine Pyrro- 
‘idincarbonsiure gebildet worden. 

Ebensowenig gelang es, das Ornithin in Pyrrolidincarbon- 
siiure zu verwandeln. 

Fiir den Versuch diente synthetische Ornithursdure. 1,5 g 
wurden mit 30 ecem. Salzsiiure (25% o) 10 Stunden am Riick- 
lisskiihler gekocht, nach dem Abkiihlen von der Benzoesiiure 
vbliltrirt, noch 5 Stunden gekocht, verdampft und der Riick- 
stand zur Entfernung der Benzoesiiure mit Aether behandelt. 
Der zuriickbleibende Sirup wurde dann in der tiblichen Weise 
verestert. Es resultirte dabei in der That ein in Aether |6s- 
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liches Produkt, welches nach dem Verjagen des Aethers durch 
Kochen mit Wasser verseift und auf Kupfersalz verarbeitet 
wurde. Beim Eindampfen der griinen Kupfersalzlésung _ trai 
allerdings ein stark basischer Geruch auf, welcher demjenigen 
des Pyrrolidins ahnlich war, aber ebenso gut von Tetra- 
methylendiamin herriihren konnte. Das Kupfersalz war indessen 
nicht allein durch die Farbe, sondern auch durch die ausser- 
ordentlich leichte Loéslichkeit in kaltem Wasser von dem Salz 
der racemischen Pyrrolidincarbonsiiure verschieden. Ich glaube 
deshalb annehmen zu diirfen, dass Pyrrolidincarbonsiiure in 
irgendwie erheblicher Menge bei dem Versuch nicht ent- 
standen war. 

Um die Frage auch noch von einer anderen Seite her 
in Angriff zu nehmen, habe ich in Gemeinschaft mit Herrn 
Dr. P. A. Levene einige Versuche iiber die Spaltung des Caseins 
mit Trvpsin angestellt, bei welechen die Salzsiiure nur in 
alkoholischer Losung zur Veresterung der Aminosiiuren in 
Anwendung kam. Da auch hier die Entstehung von Pyrro- 
lidincarbonsiiure beobachet wurde, so halte ich es nach allen 
bisher vorliegenden Erfahrungen fiir sehr wahrscheinlich, dass 
sie ein primiires Spaltungsprodukt ist. 

Da hierdurch die Verbindung, welche zum Unterschied 
von allen bisher aus EKiweisskérpern durch Hydrolyse erhaltenen 
Aminosiiuren einen stickstofthaltigen Ring enthalt, ein erholites 
Interesse gewinnt, so habe ich die Absicht, noch eine Reihe 
anderer Proteinstoffe in der gleichen Art zu priifen. Nach 
Versuchen des Herrn Dr. Georg Franz kann ich schon jetz! 
erwiihnen, dass das kiiufliche Blutfibrin bei der Spaltung mi 
Salzsiiure gleichfalls Pyrrolidincarbonsiiure liefert. 

Die Fraction 85—110°, deren Menge relativ klein war, 
enthielt noch etwas Leucin neben anderen Produkten, die nich! 
nither untersucht sind. 


Fraction 110—120", 


Da dieselbe erhebliche Mengen Asparaginsiiureester! 
enthiill, welcher beim Kochen mit Wasser eine complexe Zcr- 
setzung erfiihrt, so wurde zur Verseifung mit tiberschiissige™, 
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etwa 20°/oigem Barytwasser auf dem Wasserbade_ erhitzt. 
Nach kurzer Zeit begann die Abscheidung eines schwach gelb 
vetiirbten krystallinischen Barytsalzes. Je nach dem Ueber- 
schuss von Baryt ist die Verseifung in 1—-2 Stunden beendet. 
Man liisst dann erkalten und filtrirt das abgeschiedene Salz. 
Dasselbe ist asparaginsaurer Baryt. Die daraus in bekannter 
Weise isolirte Asparaginsiiure gab folgende Zahlen: 
0.1987 g Substanz leferten 0.2617 g CO, und 0,0973 g H,O. 
C,H,O,N. Berechnet: 36,09°'o C, 5,26°/o H. 
Gefunden: 35,92 °/o » 540°%/o » 


Es verdient hervorgehoben zu werden, dass die Siiure 
zum grosseren Theile racemisirt war. Die Losung in Salz- 
siiure (10°/o), welche 8,175° Substanz enthielt und = das 
specifische Gewicht 1,05 besass, drehte im 2-Decimeterrohr 
bei 20° Natriumlicht 1,31° nach rechts. Also [a] a, = + 7,63, 
wihrend die reine active Asparaginsiiure unter den gleichen 
Bedingungen ++ 26,5° gab.') Die Substanz enthielt also nur 
2909 activer Siure. Dadurch erklirt sich auch die leichte 
Abscheidung des Barytsalzes, denn das neutrale Salz der 
activen Siure ist in heissem Wasser sehr leicht l6slich und 
kommt unter den Bedingungen des obigen Versuches kaum 
zur Abscheidung. 

Die vom Barytsalz abfiltrirte Mutterlauge wurde mit 
Schwefelsiiure vom Baryt befreit und verdampft. Sie enthielt 
ausser Asparaginsiure noch leicht lOsliche Aminosiiuren, tiber 
deren Natur ich vorliiufig nichts sagen kann. 

Die Fraction 120—130° enthaélt viel Asparaginsiure, 
wahrscheinlich auch kleine Mengen Glutaminséiure, und ausser- 
dem in Wasser sehr leicht losliche Stoffe, die beim Eindampfen 
einen eigenthiimlichen, an Fleischextract erinnernden Geruch 
geben und wahrscheiniich seriniihnliche Stoffe sind. Ich be- 
ubsichtige, dieselben noch zu untersuchen, Ferner ist in dieser 
Fraction der Ester des Phenylalanins vorhanden. 

Um ihn von den leicht léslichen Estern der Glutamin- 


1) FE. Fischer. Ber. d. deutsch. chem. Ges., 32, 2463, 1899. 
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und Asparaginsiiure za trennen, wird das Gemisch mit der 
7fachen Menge kaltem Wasser geschiittelt, das ausgeschiedene 
Qel am besten durch Filtration auf einem nassen Papiertilter 
abgetrennt und noch 2 Mal mit der 3fachen Menge Wasser 
gewaschen. Zur Umwandlung in Phenylalanin wird der role 
Ester mit der doppelten Menge barythydrat und der 10fachen 
Menge Wasser unter hiiufigem Umschiitteln mehrere Stunden 
auf dem Wasserbade erwiirmt. Dabei bleibt ein Theil des 
Oels ungelOst, das sind Produkte unbekannter Zusammensetzung, 
Aus der wisserigen LOsung wird der baryt quantitativ mit 
Schwefelsiure gefillt und beim Verdampfen bleibt dann das 
Phenylalanin als fast farblose, meist aus bliittchen bestehende 
Krystallmasse zurtick. Seine vollige Reinigung bietet besondere 
Schwierigkeiten. kin mehrmals aus Wasser umkrystallisirtes 
Priiparat gab folgende Zahlen, welche noch auf eine merkliche 
Verunreinigung hindeuten: 


OAS8L1 ¢ Sbst. leferten 0.4300 ¢ CO, und 60,1087 ¢ H,0. 


O1646 >» > 11.9 ccm. N (15°, 761 mm). 
CoH,,O,N. Berechnet: 65,42 °/o C, 6.66% 0 H, 848% 0 N. 
Gefunden: 64,76 9/0 » 6699/0 » 8.46% 5 » 


Zudem ist das Praparat ein Gemisch von racemischem 
und activem Phenylalanin, deren Mengenverhiiltniss  selbst- 
verstiindlich bet verschiedenen Krystallisationen variirt. Die 
active Form ist die l-Verbindung, mithin die gleiche, welche 
KE. Schulze zuerst in verschiedenen pflanzlichen Proteinstotfien 
gefunden hat. Dementsprechend dreht die wiisserige Losung 
des Gemisches nach links, aber die Stirke der Drehung 
schwankt. Ein jihnliches Resultat gab die Untersuchung der 
Phenylisocyanatverbindung. Auch hier waren Schmelzpunkt 
und Drehungsvermogen nicht constant. Fir ein) Praparat. 
welches bei 164° (166 corr.) schmolz, waren die Zahlen fol- 
cende: 

44599 @ Losung, welche 1.4 eem. Normalkalilauge 
und 0.3647 g Substanz, mithin 8,f8°/o enthielt und das 
specifische Gewicht 1,03 besass, drehte im Decimeterrohr be 


: Dy? 


20° Natriumlicht 4,16° nach rechts. [a], = + 49,35°, wiih- 
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rend das DrehungsvermOgen des reinen Phenylisocyvanat-l- 
Phenvlalanins -+- 61,5 sein miisste.!) 


Kin anderes Priiparat des Phenylisocyanatkérpers wurde 
fiir die Analyse verwendet: 
0.2006 g Substanz heferten 0.4974 ¢ CO, und 0.1034 g H,O. 
C H,,O,N,. Berechnet: 67,60%  C, 5,63° 0 H. 


Gefunden: 67,62°/0 » 573° 

Da aber immer noch Diflerenzen im Schmelzpunkt mit 
den genau untersuchten synthetischen Produkten vorhanden 
waren, so wurde schhesslich das Phenylalanin aus Casein 
durch 48stiindiges Erhitzen mit der 3fachen Menge Baryt- 
hvdrat und der 2U0fachen Menge Wasser auf 155—160° vollig 
racemisirt. Nach Fallung des Baryts mit Schwetelséure und 
Eindampfen der LOsung schied sich jetzt das racemische Phenyl- 
alanin in gliinzenden Blittchen ab, welche bekanntlich viel 
schwerer lOslich sind als die active Form. Nach einmaligem 
Umkrystallisiren aus Wasser enthielt die bei 100° getrocknete 
Substanz noch etwas zu wenig Kohlenstoft: 

O,1781 g Substanz gaben 0,4242 ¢ CO, und 0,1087 g H,0O. 

C,H,,O,N. Berechnet: 65,42°o C, 6,66°% o H. 
Gefunden: 64,96° 0 » 6,78°%/o » 

Die aus diesem Priaparat hergestellte Phenylisocyanat- 
verbindung zeigte dann in Krystallform und Schmelzpunkt 
(gef. 180—181° corr.) véllige Uebereinstimmung mit dem 
synthetischen Produkt. Dasselbe traf auch noch zu fiir das 
durch Kochen mit Salzsiiture entstehende Anhydrid.  Dadureh 
werden die letzten Zweifel an der Entstehung von Phenylanalin 
aus Casein beseitigt. 

Die Menge des Phenylalanins ist gering. Bei Anwendung 
von 900 g Casein wurden aus der Fraction 130—160° 6 g Roh- 
produkt gewonnen. Da etwas Ester beim Waschen mit Wasser 


1) Die Bestimmung wurde bisher nur mit der d-Verbindung aus- 
ceiuhrt (E. Fischer u. A. Mouneyrat, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., 
33. 2386). Leider ist hier durch ein Versehen die Drehungsrichtung 
falsch angegeben. Ich habe den Versuch nochmals wiederholt. Das 

eoylisocyanat-d-Phenylalanin dreht in alkalischer Lésung nach links. 
Ms ist also hier zu setzen [aly = — 61,3°. 
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verloren geht und da eine andere, allerdings kleinere Menge 
sich in der niedrigeren Fraction findet, da ferner die Ester- 
methode selbst beim reinen Priparat ungefiithr 55°/o Verluste 
bringt, so darf man annehmen, dass die Menge des Phenylalanins 
nicht weniger als 2'/2°/9 des Caseins betrigt. Trotzdem wiirde 
seine Isolirung ohne die Estermethode wohl recht schwierig 
sein, da fiir die Trennung von dem Leucin kein brauchbares 
Verfahren bekannt ist. Thatsiichlich ist E. Schulze, wohl der 
beste Kenner des Phenylalanins, welcher es zuerst unter den 
Spaltungsprodukten der pflanzlichen Proteine fand, bei An- 
wendung von 1 kg Casein nicht zum Ziele gelangt, obschon 
er bei der Oxydation der rohen Aminosiuren mit Bichromat 
und Schwefelsiiure Benzoesiiure erhielt und dadurch auf die 
Vermuthung kam, dass Phenylalanin vorhanden sein konnte.?) 
Der Bildung der Benzoesiiure soll nach den Angaben yon 
Schulze und Barbieri?) der Geruch nach bBenzaldehyd vor- 
aufgehen. Ich halte es auch fiir sehr wahrscheinlich, dass in 
dem spiiteren Stadium der Oxydation Benzaldehyd auttritt, 
aber das Produkt, welches sich zuerst bildet, hat den 
charakteristischen Geruch des Phenylacetaldehyds, und es 
lassen sich mit Hilfe desselben noch recht kleine Mengen 
Phenylalanin nachweisen. So geniigt es, 0,02 g in 2 
25° oiger Schwefelsiiure zu lOsen, dann ein Paar Kornchen 


3 ¢em. 





Bichromat hinzuzufiigen und zu kochen, um sehr deutlich den 
Geruch des Aldehyds zu erhalten.*) 


Zusammenfassung der Resultate: 


1. Die Trennung der Monoaminosiiuren durch fractionirte 
Destillation ihrer Ester ist den bisher gebraéuchlichen Methoden 


1) Diese Zeitschr., Bd. IX, S. 120, 1885. 
2) Journ. f. prakt. Chem., 27, 345, 1883. 
3) Etwas bestiindiger sind die fetten Aminosauren gegen oxydirende 
Agentien. So wird das Alanin in verdiinnter schwefelsaurer Lésung von 
Chromsiure nur langsam angegriffen. Lést man aber dasselbe 

25° oiger Schwefelsiiure, fiigt einige Kérnchen Kaliumpermanganat !11n2u 
und kocht, so tritt nach kurzer Zeit auch der Geruch nach Acetaldehyd 
auf. Die Bildung von Aldehyden bei der Oxydation von Aminosiuren 
erfolgt offenbar unter Abspaltung von Kohlensiure und Ammoniak. 
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yur Isolirung und Erkennung dieser Siiuren sowohl an Leistungs- 
fihigkeit wie an Schnelligkeit der Ausfiihrung weit iiberlegen. 


Kine Ausnahme besteht nur fiir das Tyrosin, welches viel 
leichter durch direkte Krystallisation gewonnen wird; 

2. unter den Spaltungsprodukten des kauflichen Caseins 
durch Salzsaure sind ausser den schon beobachteten Amino- 
siiuren sicher nachgewiesen: Phenylalanin und eine Amino- 
yaleriansiiure von unbekannter Structur. Sehr wahrscheinlich 
ist auch die Anwesenheit von Glycocoll gemacht; 

3. bei der Hvydrolyse des Caseins durch Salzsiiure ent- 
stehen erhebliche Mengen von a-Pyrrolidincarbonsiiure, die 
bisher unter den Spaltungsprodukten der Proteinstoffe noch 
nicht gefunden war. Ein Theil der Siiure ist in der bisher 
unbekannten activen |-Form isolirt worden, der andere ‘Theil 
war racemisirt. Die Siure scheint ein primires Spaltungs- 
produkt des Caseins zu sein und entsteht auch aus anderen 
roteinstoffen, z b. dem blutfibrin; 

4. die mit der Estermethode isolirten Aminosiiuren sind 
theilweise racemisirt, speciell wurde dies nachgewiesen fiir 
Leucin, Phenylalanin und Asparaginsiiure. Fir die IJsolirung 
der einzelnen Sauren durch Krystallisation ist es deshalb rath- 
sam, die ganze Menge durch Erhitzen mit Barytwasser unter 
Druck vorher zu racemisiren; 

). fir die Identificirung der Aminosiiuren  leistet die 
Untersuchung der Phenylisocyanatverbindung und ihres An- 
hvdrids manchmal sehr gute Dienste: 

6. die schon von E. Schulze bei Gemischen beohachtete 
Veriinderung in der Léslichkeit der aminosauren Kupfersalze 
hat sich an neuen auffallenden Beispielen wieder gezeigt. So 
wird das Kupfersalz der Aminovaleriansiure bei Gegenwart 
von |-Pyrrolidincarbonsiiure in absolutem Alkohol  loslich. 
Ferner bildet Leucinkupfer mit dem  aminovaleriansauren 
Kupfer in Wasser leicht lésliche grosse Krystalle, welche die 
Zusammensetzung einer molekularen Verbindung zeigen; 

7. Der Ester des Phenylalanins lisst sich von den Estern 
der Glutamin- und Asparaginsiiure, welche ungefiihr den gleichen 
Siedepunkt haben, durch Behandlung mit Wasser leicht trennen. 


lib Emil Fischer, Ueber die Hydrolyse des Caseins, ete. 


Beim Kochen von Phenylalanin mit Schwefelsaéure und 
Kaliumbichromat tritt der Geruch von Phenylacetaldehyd auf, 
und diese Reaction bildet eine ebenso scharfe wie bequeme 
Methode zur Auffindung des Phenylalanins. 

Die vorstehenden Versuche waren zum Theil ausser- 


cewohnlich miihsam und langwierig. Um so mehr fuhle ich 
mich meinem Assistenten, Herrn Dr. Otto Wolfes, ftir die 
dabei geleistete Hilfe zu grossem Dank verpflichtet. 











Ueber das Fibroin der Seide. 
Von 
Emil Fischer und Aladar Skita. 


(Aus dem IJ. chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 5. Juli 1901. 


Die Seide liisst sich bekanntlich durch Behandeln mit 
Seife, Alkali und selbst durch heisses Wasser in 2 Bestand- 
theile scheiden, welche die Namen Fibroin und Sericin’) 
‘Seidenleim) fithren. Das Erstere ist unléslich und tiberwiegt 
an Menge; es ist daher am hiiufigsten Gegenstand der Unter- 
suchung gewesen. *) 

Um Aufschluss iiber seine Constitution zu erlangen, hat 
man, wie allgemein bei Proteinstoffen, die Hydrolyse durch 
Situren beniitzt. 

Hierbei beobachteten Hinterberger und Walten- 
berger)4) das Tyrosin und wollten auch das Leucin § ge- 
funden haben; zu denselben Resultaten  gelangten auch 
staedeler®) und Cramer.*) Letzterer fand ausserdem noch 
Glycocoll. An Stelle von Séuren hat Schtitzenberger ‘) 
barytwasser — bei hodherer Temperatur unter Druck — fiir 


1) Der Name Fibroin wurde von Mulder, Pogg. Ann., Bd. 37, 
>. 611 (1836), der Name Sericin von Cramer, Journ. prakt. Chem., 
bd. 46, S. 76 (1865) in die Litteratur eingefiihrt. 

Die iiltere Litteratur ist in der Abhandlung von Cramer, 
lourn. prakt. Chem., Bd. 96, S. 76 (1865) aufgefiihrt. 

3) Jahresber. f. Chem., 1853, S. 615. 

4) Wien. Akad. Ber., Bd. XI, 8S. 480. 

‘) Ann., Bd. 111, S. 12 (1859). 

Journ. prakt. Chem., Bd. 96, 5. 76 (1865). 
C. R., Bd. 81, S, 1191 (1875). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XX XIII. 12 
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die Hydrolyse der Proteinstoffe verwendet. Bei der Ueber- 
tragung dieses Verfahrens auf das Seidenfibroin, das er in Ge- 
meinschaft mit Burgeois bearbeitete, fand er neben Ammoniak, 
Oxalsiiure, Kohlensiiure und Essigsiiure ein Gemisch von Amino- 
siiuren, das folgende Zusammensetzung haben soll: 
THOR. 6.4: 6:0 © w oe ind Rea ee 
(iemisch iiquivalenter Theile von Glycocoll 
ene De. ss ee eee ee oe oe 
Aminobatieraiare ... « 6 sw eee ue a wo eo WP 
Ungesittigte Séure C,H,NO, . . . . 2. 2. - - 20%. 

In dieser kurzen Abhandlung ist die dltere Litteratur nich 
erwiihnt und ebenso fehlen Belege fiir die Resultate giinzlich, 
Da ausserdem das von Schtitzenberger angewandte Ver- 
fahren nicht einwandfrei ist, da Baryt bei hoher Temperatur 
secundiire Zersetzungen bewirken kann, so sind seine Angaben 
liber das Vorhandensein von Aminobuttersiiure und Alanin 
ebenso zweifelhaft, wie die friiheren tiber die Entstehung von 
Leucin; was die ungesattigte Aminosiure betrifft, so steht ihre 
Existenz vollig in der Luft. 

Ungleich zuverliissiger sind die Arbeiten von Wey!l,') 
der die Hydrolyse wieder mit Séiuren bewerkstelligte und zu- 
erst unter den Spaltungsprodukten neben Tyrosin und Glycocoll 
eine Aminopropionsiiure, wahrscheinlich a-Alanin, mit Sicher- 
heit nachwies, indem er sie in reinem Zustande_isolirte. 
Leucin konnte er nicht finden. 

Zuletzt hat sich Wetzel?) mit demselben Gegenstande 
beschiiftigt, aber unter den Hydrolysirungsprodukten nur die 
Diaminosiuren gesucht. Leider sind seine Angaben tiber das 
Vorkommen von Histidin recht liickenhaft und um so weniger 
brauchbar, als es zweifelhaft ist, ob das von ihm dargestellte 
Fibroin rein war. 

Wie aus obiger Zusammenstellung hervorgeht, sind bis- 
her als Spaltungsprodukte des Seidenfibroins nur Tyrosin, eine 
Aminopropionsiiure und Glycocoll erkannt. Bei den beiden 
ersten ist es zudem noch unbestimmt, ob sie als active oder 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 21, S. 1529 und 1407 (1555). 
“) Physiol. Chem., Bd. XXVI, 8. 535 (1899). 
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Der Wunsch, diese Liicke auszu- 
fiillen, war fiir uns die erste Veranlassung, das Studium des 
Fibroins wieder aufzunehmen. 

Es gelang uns auch mit leichter Miihe der Nachweis, 
dass das Tyrosin der Seide mit dem i-Tyrosin des Caseins und 
anderer Proteide identisch ist. 

Ebenso wurde die Aminopropionsiure als optisch activ 
erkannt. Sie ist mit dem d-Alanin, das vor einiger Zeit aus 
der racemischen Verbindung dargestellt wurde,?) identisch. 

Andererseits kamen wir bald zu der Ueberzeugung, dass 
es mit den alten Methoden nicht moglich ist 
handenen Aminosiiuren zu isoliren. 

Wir haben deshalb auf das Fibroin das neue Verfahren, 
die Aminosiituren mit Hilfe ihrer Ester zu trennen, angewandt. 
Dabei ergab sich, dass die Zusammensetzung des Fibroins 


racemische Form auftreten. 


, alle hier vor- 


complicirter ist, als man bisher annahm. Ausser |-Tyrosin, 
d-Alanin und Glycocoll haben wir |-Phenylalanin und |-Leucin 
mit Sicherheit nachweisen kénnen, sowie die Anwesenheit von 
mehreren anderen Aminosiiuren sehr wahrscheinlich gemacht. 


Darstellung des Fibroins. 


Fiir die Darstellung des Fibroins haben wir das von 
Cramer?) zuerst angegebene Verfahren, Einwirkung von 
Wasser bei héherer Temperatur unter Druck, am geeignetsten 
gefunden. 

Bei richtiger Anwendung desselben wird der Seidenleim 
vollstiindig gelist, wihrend siimmtliches Fibroin unverandert 
bleibt. 

Bei der Behandlung mit Alkali oder Siiuren ist das aber 
nicht der Fall, weil diese auch auf das Fibroin lOsend ein- 
wirken. Ja selbst mit Wasser muss man vorsichtig sein, weil 
die geringsten Mengen Alkali das Resultat st6ren. So erreicht 
man bei Anwendung von Glasgefiissen niemals constante Re- 
sultate, wie folgender Versuch zeigt: 10 g technisch degom- 


i, E. Fischer, Bd. 32, 5. 2451 (1899). 
2) Journ. f. prakt. Chem., Bd. 96, S. 76 (1865). 
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mirter Seide verloren beim Kochen mit 5 Liter Wasser im 
Glaskolben mit Riickflusskiihler in den ersten 48 Stunden 22°), 
in den folgenden 48 Stunden an eine neue Menge Wasser 
17° o, dann 16°%o u.s. w., so dass nach 300stiindigem Kochen 
70°) der Seide in Losung gegangen waren. Der Riickstand 
hatte Glanz und Festigkeit verloren und glich Stiicken zer- 
kochten Filterpapieres. 

Diese Gefahr wird aber vermieden bei Anwendung yon 
Porzellan- oder verzinnten Kupfergefiissen. Zur Darstellung 
des Fibroins haben wir deshalb die Seide in einem 5 Liter 
fassenden Porzellantopf von der Form eines Becherglases in 
einem Autoclaven mit der 25fachen Menge Wasser 3 Stunden 
auf 117—-120° erhitzt. Diese Operation wurde 1—2 Mal 
wiederholt, bis keine Gewichtsabnahme mehr stattfand. Am 
bequemsten ist die Anwendung der technisch degommirten 
Seide, bei der ein zweimaliges Kochen mit Wasser vollauf 
geniigt. Bei einer quantitativen Probe stellten wir fest, dass 
hier 5,4°/o der trockenen Seide von dem Wasser gelést wurde. 
Kin Versuch mit 162 ¢ gelber, lombardischer Rohseide, deren 
Trockengewicht bei 120° festgestellt war, ergab, dass nach 
dreimaligem Auskochen aller Seidenleim entfernt war. Die 
Menge des riickstiindigen Fibroins betrug 111 g, entsprach also 
68,5°/o1) der angewandten Rohseide. 

Dieses, aus gelber Rohseide dargestellte Fibroin hat im 
Vergleiche zu dem aus technisch degommirter Seide herge- 
stellten noch einen schwachen Stich ins Gelbliche.  Beide 
Sorten besitzen noch die Festigkeit des Seidenfadens, aber 
nicht mehr den vollen Glanz und die Weichheit der Seide; 
auch ist die Hygroskopicitiit vermindert. Wesentlich andere 
Eigenschaften hat das Fibroin, das nach dem Verfahren von 
Staedeler?) mit Natronlauge gewonnen wird. Es bildet eine 


1) Diese Angabe niihert sich der von Cramer (66°%o), Journ. f. 
prakt. Chem., Bd. 96, S. 76 (1865); die Angaben von Mulder (53 °/o), Pogg. 
Ann.. Bd, 37, 8. 611 und Berz. Jahresb., Bd. 17, S. 380, und Staedeler 
(42—)0°% 0), Ann., Bd. 111, S. 12 (1859), beruhen auf der unvolikommenen 
Gewinnungsweise des Fibroins. 


2) Ann., Bd. 114, S. 12. 
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briichige und zerreibliche Masse, wie schon Staedeler') und 
Weyl?) angeben. Dies riihrt von einer theilweisen chemischen 
Veriinderung des Fibroins selbst her, das gegen Alkalien nichts 
weniger als bestiindig ist. 

Das zu den nachfolgenden Versuchen verwandte Fibroin 
ist ausschliesslich aus lombardischer Seide und zwar meist 
aus der technisch degommirten Sorte dargestellt worden. 


Hydrolyse des Fibroins durch Schwefelsaure. 


Handelt es sich um die Gewinnung von Tyrosin, so folgt 
man am besten den ilteren Vorschriften%) fiir die Spaltung 
des Fibroins mit verdiinnter Schwefelsiiure. Wir haben dem- 
entsprechend bei einem Versuch 250 g reines Fibroin mit einem 
Gemisch von 500 cem. concentrirter Schwefelsdure und 2500 ccm. 
Wasser 18 Stunden gekocht. Die braungelb gefiirbte Fliissig- 
keit zeigte keine Biuretreaction mehr. Die ausgeschiedene 
dunkle, zu Kliimpchen geballte Masse, welche grésstentheils 
aus fettsiiure-iihnlichen Stoffen bestand, wurde nach dem Er- 
kalten abfiltrirt; ihre Menge betrug 2,5 g, also 1°/o des ange- 
wandten Fibroins. Nun wurde das Filtrat in der Wiirme mit 
ungefiihr 2 kg Barythydrat, das in mdglichst wenig heissem 
Wasser gelést war, neutralisirt, das tiberschtissige Baryt mit 
Kohlensiure gefillt und die neutrale Fliissigkeit heiss auf einer 
grossen Nutsche abgesogen. 

Um das schwerldsliche Tyrosin ganz zu gewinnen, ist 
es rathsam, den Barvtniederschlag mit Wasser nochmals aus- 
zukochen. Das Filtrat wird verdampft, bis schon in der Wiirme 
eine reichliche Krystallisation eintritt. Nach dem Erkalten 
wird filtrirt und die Krystallmasse, welche 40—50 g_ betriigt, 
mit wenig heissem Wasser ausgekocht, um das beigemengte 
Alanin zu entfernen. Den Riickstand lOst man dann in un- 
gefihr 3,5 Liter siedendem Wasser, kocht mit Thierkohle und 
lisst das klare Filtrat krystallisiren. Die Ausbeute an reinem 
Tyrosin betrug 25 g, mithin 10°) der angewandten Fibroin- 


5) 


1) Ann., Bd. 111, S. 12. 
-) Ber. d. deutsch. chem. Ges.. Bd. 21, S. 1529 (1888). 
Bd. 


®) Ber. d. deutsch. chem. Ges.. 21. 8. 1520 (1888). 
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menge, withrend Weyl nur 5,2°/o angibt.!) Die Angaben 
Schiitzenberger’s gestatten keinen Vergleich, da sie sich 
bloss auf das Verhiiltniss des Tyrosins zu der Menge der 
isolirten Aminosauren beziehen. Fiir die optische Untersuchung 
diente die Losung des Tyrosins in 21°/oiger Salzsiiure. Eine 
Losung von 4,2°/o und dem specifischen Gewicht 1,118 drehte 
bei 20° im 2 dm.-Rohre 0,77 nach links. Mithin ist: 


a 20) 
| « 5 oe 


Das Tyrosin ist demnach identisch mit der activen Form, 
die man bisher aus den andern Proteinstoffen gewonnen hat. 

Aus den Mutterlaugen des Tyrosins wurden durch wieder- 
holtes Eindampfen und systematisches Umkrystallisiren Alanin 
und Glycocoll in reinem Zustand isolirt. 

Die Analyse des Alanins gab folgendes Resultat : 


O1894 g Substanz: 0,2809 g CO,, 0.1348 g H,0. 


Berechnet fiir C,H.NO,: Gefunden: 
M45 0 40,45 °Jo C 
7,36 Jo H 7,91 °/o H. 


Das Produkt wurde von Weyl, der sich mit der Priifung 
der freien Aminosiiure begniigte, fiir optisch inactiv gehalten. 
In Wirklichkeit ist es aber activ, wie uns die Untersuchung 
des Hydrochlorats zeigte. Seine wiisserige LOsung von 8,58" 
und dem = specifischen Gewichte 1,02 drehte bei 20° das 
Natriumlicht im 1 dm.-Rohre 0,829 nach rechts. Daher war 


Dieser Werth ist fast der gleiche wie der fiir reines, 
salzsaures d-Alanin friiher?) gefundene. 
Wie schon erwiihnt, haben die Schwierigkeiten, aut 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 21, S. 1529. Bei der Zahl ist 
iibrigens ein Rechen- oder Druckfehler untergelaufen. Berechnet man 
sie nach den anderen Angaben iiber die Ausbeute von Glycocoll und 
Alanin. so resultirt 7,5 ° 0. 

2) EK. Fischer. Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 32, S. 2451 (181). 


Das synthetische Alanin drehte — 9,59. 
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welche wir bei der Trennung der Aminosiiuren durch Kry- 
stallisation stiessen, uns veranlasst, fiir diesen Zweck die 
fractionirte Destillation ihrer Ester zu bentitzen. 


Hydrolyse des Fibroins durch Salzsaure und Trennung der 
Aminosauren durch ihre Ester. 

Glycocoll. Will man auf die Isolirung des Tyrosins 
verzichten, so ist es am besten, die Spaltung des Fibroins mit 
Salzsiiture durchzufiihren und nach dem Verdampfen der 
wiisserigen Sédure den Riickstand sofort zu verestern. 

250 g Fibroin werden mit 1 Liter Salzsiiure vom specili- 
schen Gewicht 1,19 tibergossen. Nach kurzem Schiitteln ent- 
steht eine braungelbe Lésung, die am Riickflussktihler 5 Stunden 
gekocht wird. Auf der dunkelbraunen Fliissigkeit schwimmt 
dann eine kleine Menge Fettsiiure, die nach dem Erkalten 
abfiltrirt wird. Die Mutterlauge wird am besten unter stark 
vermindertem Druck bis zum dicken Sirup eingedampft. Diesen 
iibergiesst man sofort mit 1'/2 Liter absolutem Alkohol und 
leitet einen lebhaften Strom gasfOrmiger Salzsiiture bis zur 
Siittigung ein, ohne die Lésung zu kiihlen. Man kocht schliess- 
lich noch 1 Stunde auf dem Wasserbade, wobei ein Theil der 
Salzsiiture entweicht. Das Gemisch der salzsauren Salze geht 
meistens schon beim Einleiten der Salzsiiure in Losung, jeden- 
falls aber erfolgt diese vollstiindig beim Erwiirmen auf dem 
Wasserbade, das den Zweck hat, die Veresterung vollig zu 
Ende zu fithren. Nach dem Abkiihlen bringt man die alkoholische 
Losung in eine Kiiltemischung, impft mit einem Krystall von 
salzsaurem Glycocollester und liisst 48 Stunden im Eisschrank 
stehen. Dann hat sich in der Regel der allergrésste Theil des 
salzsauren Glycocollesters als Krystallbrei abgeschieden. Er 
wird tiber Glaswolle abgesogen, mit wenig kaltem, absoluten 
Alkohol und Aether gewaschen und _ schliesslich im Vacuum 
liber Natronkalk getrocknet. Das so erhaltene Priiparat ist 
nur wenig mehr gefirbt. 

Da bei der Veresterung ziemlich viel Wasser entsteht, 
welches der Reaction entgegenwirkt, so ist es vortheilhaft, die 
wlkoholische Mutterlauge unter stark vermindertem Druck ein- 
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zudampfen, den Riickstand wieder in 1 Liter absolutem Alkohol 
zu losen und neuerdings mit gasfOrmiger Salzsaéure in der 
gzuvor beschriebenen Weise zu behandeln. Bleibt die Fliissig- 
keit jetzt bei niederer Temperatur 12 Stunden stehen, so 
pflegt, namentlich beim Einimpfen eines Krystalles, noch eine 
neue, aber meist geringe Krystallisation von salzsaurem Glycocoll- 
ester stattzufinden. Die Gesammtmenge desselben betrug im 
Durchschnitt 67°,o des Fibroins. Dies ergibt fiir freies Glycocoll 
36° 0, withrend Weyl!) durch Krystallisation nur 7,5°/o isoliren 
konnte. Einmaliges Umkrystallisiren des Hydrochlorates aus 
der 7fachen Menge heissem absoluten Alkohol geniigt, um ein ganz 
reines Priiparat vom Schmelzpunkt 144° zu erhalten. Wir haben 
uns noch iiberzeugt, dass der aus dem Hydrochlorat  isolirte 
freie Ester bet 8 mm. Druck constant bei 45° destillirte und 
mithin fret von Homologen war. 

Die salzsaure, alkoholische Mutterlauge, welche die Ester 
der tbrigen Aminosiiuren enthielt, wird geradeso verarbeitet, 
wie es in der vorhergehenden Arbeit iiber das Casein be- 
schrieben ist: schliesslich wurde das von Aether befreite und 
mit Natriumsulfat getroecknete Gemisch der Ester bei 8 mm 
Druck fractionirt. Nach 2—3maliger Wiederholung der 
Destillation unter den gleichen Bedingungen wurden folgende 
Fractionen erhalten: 


1. Fraction 43—53° 70 
2. Bi<Jo" ¢ « @ oS ae a SB 
3 TO” lk ee ke Re ee 6 
4, ee | | le ee 3» 
d. 140—160° 5 
bi. Goer G0” cc we a oe 2 SS 
95.9 ¢g 


Die erste Fraction (43—53°) enthielt neben wenig 
Alkohol fast) ausschliesslich Alaninester, denn das Glycocoll 
ist durch die vorhergehende Behandlung so gut wie vollstindig 


entfernt. 
d-Alanin. Zur Gewinnung des reinen Alanins wird der 
Ester am besten sofort — mit der 10fachen Menge Wasser 


1; Ber. d. deutsch. chem. Ges.. Bd. 21. S. 1529 (188s) 














Ueber das Fibroin der Seide. 185 


~—D Stunden am Riickflusskiihler gekocht, bis die alkalische 
Reaction verschwunden ist, worauf die Lésung eingedampft 
wird. Die Ausbeute an Alanin betrug 19°/) des angewandten 
Fibroins. Zur vollstiindigen Reinigung lOst man das Priiparat 
in der 6fachen Menge Wasser, entfiirbt, wenn noéthig, durch 
Kochen mit Thierkohle und versetzt die heisse Fliissigkeit mit 
dem gleichen Volumen Alkohol. Beim Erkalten scheidet sich 
das reine d-Alanin in langen, farblosen Nadeln ab, welche 
unter Zersetzung bei 297° schmelzen. 
0.1963 g gaben 0,2910 g CO, und 0.1403 g H,O. 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
4.45 %o C M4429 C 
7,86 °/o H 7,95 %/o H. 


Das iiber Phosphorpentoxyd im Vacuum getrocknete 
Chlorhydrat lieferte die nachstehende optische Bestimmung: 
0.6712 g Substanz drehte in wisseriger 9,07°/oiger Losung 
vom specifischen Gewicht 1,015 das Natriumlicht im 1 dm.- 
Rohre 0,85° nach rechts. 

Demnach ist 

| «| yD = + 9,23. 


Da aus der nachfolgenden Fraction der Ester noch 2° » 
Alanin gewonnen werden konnten, so betrug seine Gesammt- 
menge 21°» des Fibroins, wihrend Weyl?!) nur 15°%/o isoliren 
konnte. 

Man sieht, wie auch hier die Estermethode dem alten 
Verfahren iiberlegen ist. Da das d-Alanin bisher nur auf 
miihsamem Wege durch Spaltung des Racemkorpers gewonnen 
werden konnte, so ist die eben beschriebene Darstellung aus 
Scide — trotz des hohen Preises der Letzteren — bequemer 
und billiger. Man wird aber dann auf die Isolirung des Fibroins 
verzichten und die kiiufliche, degommirte Seide, in welcher 
wir, wie erwiihnt, bloss 5°» Seidenleim fanden, direkt verwenden. 

Die zweite Fraction (53—75°) enthilt ebenfalls noch 
cine betriichtliche Menge Alanin und ausserdem homologe 
Aminosiiuren, von denen aber keine isolirt werden konnte. 


1 Ber. d. deutsch. chem. Ges.. Bd. 21. S. 1529 (1888 
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Die Ester wurden ebenfalls mit der 10-fachen Menge 
Wasser verseift, und die freien Aminosiiuren aus der einge- 
engten, wisserigen LOsung mit Alkohol gefiallt. Durch wieder- 
holte Krystallisation gelang es, 5g reines Alanin zu gewinnen, 


0.1270 ¢ Substanz gaben 0,1886 g CO, und 0,0909 g H,O. 


Berechnet fir C,H,NO,: Gefunden: 
40.45%) C€ 40.50 %/o C 
7,86 °/o H 4,90 */o HH. 


Die isolirten 5 g entsprechen 2°/o des angewandten 
Fibroins. Ein Versuch, die kohlenstoffreicheren Aminosiiuren 
dieser Fraction mit Hilfe ihrer Kupfersalze abzutrennen, misslang. 

Die dritte Fraction (75—90°) enthilt neben anderen 
Produkten eine relativ erhebliche Menge des Esters des ge- 
wOhnlichen Leucins. 

l-Leucin. Nachdem die Aminosiiuren durch Kochen 
mit Wasser aus den Estern regenerirt waren, diente fiir die 
Isolirung des Leucins das schwer losliche Kupfersalz. — Fiir 
seine Bereitung wurden 4 g der rohen Aminosiiuren in 400 ecm. 
Wasser gelést, 13/2 Stunden mit tberschiissigem,  gefiillten 
Kupferoxyd gekocht, das Filtrat verdampft und der Riickstand 
mit 100 cem. Wasser ausgekocht. Es verblieb ein Rest von 
1,4 g schwer loslichem Kupfersalz, das hauptsiichlich aus der 
Leucinverbindung bestand. Ein Theil derselben wurde = aus 
siedendem Wasser umkrystallisirt und zeigte nach dem Trocknen 
bei 108° die Zusammensetzung des Leucinkupfers : 

0.1872 g Substanz heferten 0,0460 g CuO. 
Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu: (iefunden : 
19.60 %o Cu 19.62 Jo Cu. 

Kin anderer Theil des Kupfersalzes wurde mit Schwetel- 
wasserstoff zerlegt und die Aminosiiure zweimal aus der heissen, 
wiisserigen Losung mit Alkohol geféallt. Die so erhaltenen 
eliinzenden Bliittchen zeigten die Zusammensetzung des Leucins. 


0.0849 g Substanz ergaben 01708 g¢ CO, und 0,0765 g H,O; 


oe 


Berechnet fiir C,H,,O,N: Gefunden: 
54.96 %/o C D4.87 870 C 
9.92 °/o Hi LO.01°o H 


10,68 °o N 10,52 °o N. 
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Das Produkt drehte in 20°/oiger salzsaurer Losung nach 
rechts, wie es fiir das bisher in den Proteinstoffen gefundene 
|-Leucin bekannt ist. Aus der Stirke der Drehung ergab sich, 
dass der activen Aminosiiure der Racemkorper beigemengt ist, 
dessen Menge in verschiedenen Krystallisationen variirte. Da 
durch diese Complication die Identificirung des Leucins durch 
den Schmelzpunkt seiner Derivate ausserordentlich erschwert 
wurde, so haben wir die gesammten aus dieser Fraction er- 
haltenen Aminosiiuren durch 30stiindiges Erhitzen mit tiber- 
schiissigem Barytwasser auf 170—180° vollig racemisirt. 

Dann wurde das Leucin mit Hiilfe seines Kupfersalzes 
abgeschieden, durch Schwefelwasserstoff regenerirt und in der 
bekannten Weise die Phenylisocvanat-Verbindung sowie deren 
Anhydrid dargestellt. Das erste Priparat zeigte den Schmelzpunkt 
165° (corr.), welcher auch frtiher fiir die Phenyleyanat-Leucin- 
verbindung gefunden wurde.!) Fur das zugehérige Hydantoin 
wurde der Schmelzpunkt 125° (corr.) beobachtet. Da Mouneyrat, 
welcher diese Verbindung zuerst darstellte,?) den Schmelz- 
punkt nicht erwahnt, so haben wir denselben fiir das syn- 
thetische Produkt nachtraglich festgestellt und ebenfalls 125° 
gefunden. Die Analyse des Hydantoins gab folgende Zahlen: 


0,1003 g Substanz heferten 0,2465 g CO, und 0,0611 g H,0. 


Berechnet fiir C,,H,,O.N, : Gefunden : 
67,24 lo C 66.94% C 
6.89 °'o H 6,77 °ro H. 


Nach alledem kann kein Zweifel sein, dass der aus dem 
Seidenfibroin erhaltene Korper identisch ist mit dem gewohn- 
lichen |-Leucin (a-Aminoisobutyl-Essigsaure). Seine Menge ist 
aber recht gering; wir schitzen sie auf 1—11/2°/» des Fibroins. 

Eine so kleine Quantitiét des Leucins nach der alten 
Methode in dem Gemisch der Aminosiiuren, welche aus dem 
Fibroin entstehen, zu erkennen, kénnen wir ohne Bedenken 
‘ir unmdglich erkliren. Was Hinterberger und Walten- 
berger, die nicht einmal das Glycocoll gefunden haben, fiir 


1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, S. 2381 (1900). 


) 


-} Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, 3. 2395. 
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Leucin erkliren, ist nichts anderes als das rohe Gemisch der 


Aminosiiuren gewesen. 

Neben dem Leucin sind in derselben Fraction noch 
leichter lOsliche Aminosiiuren, unter denen sich wahrscheinlich 
eine Aminovaleriansiiure befindet. Dagegen haben wir fiir das 
Vorkommen von Aminobuttersiiure, welche Schiitzenberger 
unter den Spaltungsprodukten des Fibroins gefunden haben 
will, keine Andeutung bemerkt, und wir halten es ftir giinz- 
lich ausgeschlossen, dass Schiitzenberger bei seiner Arbeits- 
methode diese Verbindung in reinem Zustand gewinnen konnte. 

Die vierte und fiinfte Fraction (90—140° und 140 
bis 160°) sind zum Theil in Wasser léslich, enthalten jedoch 
ausserdem den wasserunloslichen Ester des Phenylalanins. 

l-Phenylalanin. Da seine Menge gering ist, wurden 
beide Fractionen in folgender Weise darauf verarbeitet. 

Um den wasserunloslichen Theil abzuscheiden, fiigt man 
zu den Estern die 10fache Menge kaltes Wasser und filtrirt 
nach tiichtigem Sechiitteln von dem unlodslichen Oel durch ein 
vehiirtetes, befeuchtetes Filter. Es wird nochmals mit einer 
kleinen Menge Wasser gewaschen und auf dieselbe Art ge- 
trennt. Zum Schluss wurde das Oel zur Verseifung mit tiber- 
schiissigem 10° oigen Barytwasser unter haufigem Umschiit- 
teln mehrere Stunden auf dem Wasserbade erhitzt, von dem 
unverinderten Oel, das aus anderen Produkten besteht, filtrirt, 
der Baryt mit Kohlensiiure gefillt und das wisserige Filtrat 
verdampft. 

Das so erhaltene Produkt. dessen Menge 0,6 g_ betrug, 
war Phenylalanin, aber noch keineswegs rein. Es gab beim 
Kochen mit Kaliumbichromat und Schwefelsiiure den charak- 
teristischen Geruch des Phenylacetaldehyds und lieferte mit 
Kupferacetat ein in Wasser schwer ldsliches Kupfersalz. Da 
das Phenylalanin durch Krystallisation nicht leicht zu reinigen 
ist, zogen wir es vor, die kleine Menge in die Verbindung mil 
Phenylisocyanat zu verwandeln. Zu diesem Zweck wurden 
in der friiher beschriebenen Weise 0,3 g in 3° cem,. Normal- 
kalilauge gelist, die filtrirte Fliissigkeit stark abgekiihlt und 
tropfenweise unter kriiftigem Schiitteln mit 0,3° g Pheny'- 
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isocvanat versetzt. Nachdem der Geruch des letzteren vollig 
verschwunden war, wurde mit Thierkohle aufgekocht und das 
Filtrat nach dem Erkalten mit einem geringen Ueberschuss 
verdiinnter Schwefelsiiure gefillt. Das anfangs ausgeschiedene 
Qel erstarrte bald krystallinisch. Das Produkt wurde zuerst 
aus heissem absoluten Alkohol mit Wasser gefallt und dann 
aus der 250fachen Menge siedenden Wassers umkrystallisirt. 
Die so erhaltenen weissen Nidelchen schmolzen nach dem 
Trocknen im Vacuum ebenso wie das bekannte Phenylisocyanat- 
|-Phenylalanin') bei 181° (corr.) und gaben folgende Zahlen: 


0.0773 g¢ Substanz: 01916 g CO,, 0.0411 g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden: 
67.60 Jo C 67.63 ° 5 C 
5,63 °/o H 5,89 °o H. 


In alkalischer Losung drehte die Substanz nach rechts. 
Eine approximative Bestimmung mit 0,15 g Substanz in un- 
cefiihr 31/2°/oiger alkalischer Lésung ergab eine Drehung von 
0.42, also eine specifische Drehung: 


[« | = + 1155. 


Demnach enthielt das Priiparat das Phenylcyanatderivat 
des |-Phenylalanins, aber demselben war eine grosse Menge 
des Racemkorpers beigemengt. Aller Wahrscheinlichkeit nach 
enthiilt das urspriingliche Fibroin nur actives |-Phenylalanin. 
Aber bei der Hydrolyse, dem Eindampfen der sauren Losung, 
der Veresterung u. s. w. kann eine theilweise Racemisirung 
stattfinden. Die Menge des Phenylalanins ist gering. Wir 
schiitzen sie auf 1—11/2°/o des angewandten Fibroins. 

Nach den vorliegenden Erfahrungen und den Beobachtungen 
beim Casein?) darf man erwarten, dass die Proteinstoffe , 
welche reich an Tyrosin sind, auch Phenylalanin enthalten. 

Die vierte Fraction besteht, wie zuvor erwihnt, grossten- 
theils aus wasserléslichen Produkten. Nachdem das Phenyl- 
dlanin abgeschieden war, wurde die wiisserige Loésung mit 
liberschiissigem Baryt verseift und die Mutterlaugen nach der 

1, E. Fischer. Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, 8. 2586 (1900). 


-) Siehe die vorhergehende Arbeit. 
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Entfernung des Baryts verdampft. Es bleibt ein Gemisch yon 
Aminosiiuren zuriick, dessen vollige Reinigung uns noch nicht 
gelungen ist. Die Analysen deuten jedoch tibereinstimmend 
dahin, dass es sich hier um eine Oxysiéure, wahrscheinlich um 


Serin, handelt. 

Die Menge der sechsten Fraction (tiber 160°) ist 
gering und sehr schwankend, da bei dieser Temperatur schon 
sehr crhebliche Zersetzungen des Riickstandes im Siedegefiiss 
stattfinden. Diese Fraction erstarrt beim Erkalten zum Theil 
krystallinisch. Das feste Produkt lisst sich durch Auslaugen 
mit Aether von den fliissigen Stoffen befreien und durch Um- 
krystallisiren aus Alkohol reinigen. Der Korper zeigte in dem 
Schmelzpunkt (gefunden 300° corr.) sowie in den tibrigen Kigen- 
schaften grosse Aehnlichkeit mit dem sogenannten Phenyllactimid, 
welches bekanntlich durch liingeres Erhitzen des Phenylalanin- 
esters entsteht. Leider reichte die Menge ftir eine Elementar- 
analyse nicht aus. 


Verwandlung des d-Alanins in d-Milchsaure. 


Beziehungen zwischen der optisch activen Form des 
Alanins und der Milchsiiure waren bisher nicht bekannt. Um 
diese Liicke auszufillen, haben wir das d-Alanin, von welchem 
uns durch die vorhergehenden Versuche grosse Mengen zur 
Verfiigung standen, mit salpetriger Siure zersetzt und die 
rechtsdrehende Milchsiiure, die sogenannte Fleischmilchsiure, 
erhalten. 

Der Versuch wurde unter ahnlichen Bedingungen aus- 
gefiihrt, wie A. Strecker!) vor 51 Jahren das synthetische 
Alanin in die inactive Giihrungsmilchséure verwandelte. Nur 
haben wir es vortheilhaft gefunden, nicht die aus Salpeter- 
siiure und Arsentrioxyd entwickelten rothen Gase anzuwenden, 
sondern die salpetrige Séiure aus Salzsiiure und Silbernitrit 
direkt in der Fliissigkeit entstehen zu lassen. Dementsprechend 
wurden 5 g d-Alanin in 50 ecm. Wasser gelost, mit 56,5 ccm. 
Normalsalzsiiure (berechnete Menge) versetzt und auf 0° ab- 


1) A. d. Chemie, Bd. 75, S. 42. 
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cekiihlt. Wir fiigten dann ungefiihr 1/2 g Silbernitrit hinzu 
und liessen nach starkem Schiitteln etwa 3/2 Stunde bei 0° 
und 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen, wobei eine regel- 
miissige Stickstoffentwickelung stattfindet. In dieser Weise 
fuhren wir mit dem Zusatz des Nitrites fort, bis im Laufe von 
2 Tagen 9 g davon eingetragen waren. Dann wurde die 
Fliissigkeit, welche kein Silber mehr enthielt, filtrirt, unter 
stark vermindertem Druck auf etwa 10 ccm. eingedampft und 
S bis 10 Mal mit der doppelten Menge Aether ausgeschiittelt. 
Die beim Verdampfen des Aethers zuriickbleibende Saure 
wurde in das Zinksalz verwandelt. Aus der stark eingeengten, 
wiisserigen Lésung schied sich bei liingerem Stehen im Eis- 
schrank eine reichliche Menge kleiner, sternfOrmig vereinigter 
Nadeln ab. Das bei 115° getrocknete Salz zeigte den Zink- 
cehalt des Zinklactates : 


0.2412 ¢ Substanz ergaben 0,0803 ¢ ZnO. 


Berechnet fiir C,0,H,,Zn: Gefunden : 
26,78 °/o Zn 26,72 %/o Zn. 


Fiir die optische Bestimmung diente eine wisserige 
Losung, welche 3,84°/o wasserfreies Salz enthielt und das 
specifische Gewicht 1,01 hatte. Diese drehte im 2 dm.-Rohr 
bei 20° 0,62° nach links. Daraus berechnet sich 


7 20° 
[ « | 5) = — 8,00. 


Mithin war das Salz tnzweifelhaft ein Derivat§ der 
d-Milchsiéure. Es ist aber méglich, dass ihm eine kleine Menge 
Racemkorper beigemengt war, da das Drehvermdgen des 
rechtsmilchsauren Zinks nach den Angaben der Litteratur’) 
etwas mehr, niimlich —8,6 betriigt. 

Es ist gewiss kein Zufall, dass die im Fleisch enthaltene 
Milchsiiture und das aus dem Seidenfibroin oder Casein ent- 
stehende Alanin die gleiche Configuration besitzen. 


1; Landolt, Das optische Drehungsvermégen, 2. Aufl., 5S. 170: 
Rie oe . . rye a 2( a) — . . om 
Fiir wasserhaltiges d-milchsaures Zink ist [ «| D = — 7,55, mithin fiir 


"Qo : 20? _ 
Wasserfreies [ «| > = — &,6. 
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Die Resultate unserer Untersuchungen fassen wir fol- 


cendermassen zusammen: 

1. Ausser den schon friiher nachgewiesenen Korpern 
Tvrosin, Aminopropionsadure und Glycocoll finden sich in den 
Spaltungsprodukten des Fibroins mit Salzsiiure noch |-Leucin, 
I-Phenylalanin§ und einige noch nicht niiher charakterisirte 
Aminosiiuren vor; 

2. die Aminopropionsiiure der Seide ist im Gegensatz 
zu der Annahme iilterer Beobachter optisch activ; daraus folgt, 
dass sie a-Aminopropionsiiure sein muss. Sie hat sich identisch 
mit dem d-Alanin erwiesen ;: 

. 3. das Tvrosin ist die auch sonst in den Proteinstoffen 
gefundene |-Verbindung: 

¢. fiir die Trennung des Glycocolls von den kohlenstofi- 
reicheren Aminosiiuren ist die Veresterung und die Krystalli- 
sation des salzsauren Glycocolls aus Alkohol bei Weitem die 
beste Methode; 

5. das d-Alanin entspricht in der Configuration der 
d-Milchsiiure ; 

6. aus 100 Theilen Fibroin wurden gewonnen : 


10 Theile 1-Tyrosin, 


21 »  d-Alanin, 
36 »  Glycocoll, 
unvefiihr 1—1'/e »  |-Leuein, 
> 1—I1'/2 Phenylalanin. 


Ueber die Zusammensetzung des Seidenleims, der im 
Gegensatz zum Fibroin reich an Diaminosiuren ist, hotfen 
wir bald berichten zu konnen. 











Ueber die Bestimmung des Ammoniaks in thierischen 


Fliissigkeiten und Geweben. 
Von 
M. Nencki und J. Zaleski. 





Mit einer Abbildung. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medicin in 
St. Petersburg.) 
(Der Redaction zugegangen am 29. Juni 1901.) 


Die quantitative Bestimmung des freien oder in’ Form 
yon Salzen in den thierischen und pflanzlichen Siften und 
Geweben enthaltenen Ammoniaks hat von jeher grosse Schwierig- 
keiten geboten und bis in die letzte Zeit hatten wir dafiir 
keine zuverlissige Methode. Bis auf wenige Ausnahmen sind 
fast alle diese Materien eiweisshaltig und schon vor liingerer 
Zeit hat der eine von uns gemeinschaftlich mit N. Sieber‘) 
sezeigt, dass die verschiedensten Eiweissstoffe, namentlich bei 
bruttemperatur, atmosphirischen Sauerstoff absorbiren und 
dabei Ammoniak abspalten. Ausserdem enthalten die Gewebe 
und das Blut aller Wahrscheinlichkeit nach stickstoffhaltige 
Substanzen, wie z. B. die Aminoverbindungen der Kohlehydrate, 
welche aiusserst leicht unter Abspaltung von Ammoniak sich zer- 
setzen.?) 

Anliisslich unserer Untersuchungen iiber den Ammoniak- 
gehalt des Blutes nach Anlegung der Fistel zwischen der Pfort- 
ader und der Vena cava waren wir daher genothigt, eine neue 
Methode zur NH,-Bestimmung im Blute und den Organen aus- 
zuarbeiten. Bei der Durchsicht der hierauf beztiglichen Litte- 
ratur schien uns das im Jahre 1889 von C. Wurster’) vorge- 
<chlagene Verfahren, das Ammoniak in den thierischen Siiften 
und Organen dureh Destiilation im Vacuum zu bestimmen, 
praktisch zu sein. Wir haben daher, auf gleichem Principe 


1) Journ. f. prakt. Chemie, 26, 1 u. ff., 1882. 
“) Vel. auch C. A. Lobry de Bruyn et F. H. Leent. Ree. des 
'ravaux chimiques des Pays-Bas. T. 14, p. 140, 1895 und [. Breuer, 
Berl. chem. Ber., 31, 2193. 1898. 

*) Berl. chem. Ber., S. 1903. 1889. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL. 1s 
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fussend, einen zweckmiissigeren Apparat construirt und durch 
eine Reihe von Kontrollbestimmungen zu ermitteln gesucht. 
unter welchen Bedingungen damit der Ammoniakgehalt im 
Harne, in den thierischen Geweben und selbst in- solchen 
Fliissigkeiten, die nur minimale Ammoniakmengen  enthalten, 
wie zB. das Blut oder die Lymphe, bestimmt werden kann. 
Unsere hierauf beziiglichen Untersuchungen haben wir in 
Jahre 1895 in dem Archiv fiir exper. Pathol. und Pharmak., 
Bd. 386, 5. 885 u. ff verdifentlicht. 

Wir haben dorten angegeben, dass durch Destillation 
der Organemulsionen mit Kalkmilch, bei einem Atmosphiiren- 
druck yon 10—15 mm. und 38° C., alles darin vorhandene 
Ammoniak entweicht und in verdiinnter Siaure aufgefangen 
werden kann; dass dagegen Blut nicht mit Kalkmilch, sondern 
mit filtrirtem Kalkwasser im Vacuum destillirt werden miisse, 
da im ersten Falle andere Bestandtheile des blutes unter 
Abspaltung von NH, zersetzt werden. Kontrollbestimmungen 
haben uns niimlich gezeigt, dass z. B. 60g Blut, mit 100 ccm. 
filtrirten Kalkwassers destillirt, bis die Fliissigkeit 35° erreicht 
hatte, 1,8 mg NH, in 100 ccm. Blut gaben. Dasselbe blut, 
ceteris paribus 2 Stunden lang bei 40° destillirt, gab 1,7 mg 
NH, in 100 ccm. Blut. — Ferner in einem anderen Versuch, 
50 g arterielles Blut, mit 100 g filtrirten Kalkwassers destillirt, 
gaben 1,7 mg NH, in 100 g Blut. Dasselbe Blut ceteris 
paribus, jedoch nur mit 40 g filtrirten Kalkwassers destillirt, 
gab 1.6 mg in 100 ¢ Blut. 

Wir haben daraus geschlossen, dass auch bei 40° keiner 
der Blutbestandtheile unter Ammoniakabspaltung zersetzt werde, 
sowle dass selbst die doppelte Menge des zugesetzten filtrirten 
Kalkwassers keinen Einfluss auf die Bildung von Ammoniak habe. 

Dieser Schluss erwies sich als irrthiimlich, namentlich 
wenn kleinere Blutmengen verarbeitet wurden. Prof. Bied| 
in Wien machte uns brieflich darauf aufmerksam, dass die von 
ihm nach unserer Methode gefundenen NH,-Mengen  erheblicli 
geringer als die von uns gefundenen seien und in einer yor- 


liiufigen, gemeinschaftlich mit H. Winterberg!) publicirten 


1) Wiener klin. Wochenschrift, 1901, Nr. 8. 
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Mittheilung kommt er zu dem Ergebnisse, «dass der erhaltene 
NH,-Werth innerhalb gewisser Grenzen direkt abhiingig sei 
yon dem Verhiltnisse der zur Bestimmung verwendeten Blut- 
und Kalkwassermenge 

Sie erhielten aus: 


mg NHg in 100 cem. Blut 


100 g Blut — 200 g Kalkwasser Ot 

D0 + 200 » 2 1.88 

25 — 200 » 4.21 
in einem zweiten Versuche: 

50 ¢ Blut + 100 ¢ Kalkwasser 1.02 

HD >» » + 200 » 3.29 

50 > » + 400 : | d,76 


Durch die gefiillige Mittheilung von Prof. A. Biedl ver- 
anlasst, haben wir Blut mit wechselnden Mengen des filtrirten 
Kalkwassers im Vacuum destillirt und uns von der Richtigkeit 
des von A. Biedl und H. Winterberger erhobenen Ein- 
wandes tiberzeugt. Richtige NH,-Werthe wurden nur erhalten, 
wenn 100 bis 50 cem. Blut mit dem gleichen Volumen Kalk- 
wasser destillirt wurden. bei Anwendung von kleineren blut- 
mengen wurden schon durch die doppelte Menge des Kalkwassers 
die NH,-Werthe groésser. Bei Anwendung selbst von 100 ecm. Blut 
und der dreifachen Kalkwassermenge war dies ebenfalls der 
Fall und es scheint, wie dies von Biedl und Winterberger 
hervorgehoben wird, dass innerhalb gewisser Grenzen die 
entwickelte NH,-Menge direkt im Verhiiltniss zu der Menge 
des zugesetzten Kalkwassers steht. Es war klar, dass, wenn 
die Bestimmung des Ammoniaks durch Destillation im Vacuum 
eine allgemeine Anwendung finden und dabei zuverliissig sein 
sollte, die Anwendung selbst des filtrirten Kalkwassers aus- 
geschlossen war. 

Von der Thatsache ausgehend, dass das Blut in 100 g 
hochstens einige Milligramm NH, enthilt und der Alkaligehalt 
des Blutes, titrimetrisch bestimmt, etwa 300 mg in 100 g be- 
tragt, was also mehr, als hinreichend ist, um alles NH, aus dem 
blute auszutreiben, haben wir angenommen, dass, wenn Blut 
im Yacuum ohne jeden Alkalizusatz destillirt wird, auch dann 
alles NH, aus dem Blute sich verfliichtigen miisse. Diese An- 
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nahme hat sich, wie weiter unten gezeigt wird, als ganz 
zutreffend erwiesen. Aus den fein zerkleinerten und mit 
Wasser zu einem diinnen Brei angertihrten Geweben lisst sich 
dagegen das NH, im Vacuum ohne Alkalizusatz nicht ver- 
fliichtigen. Anlisslich der von dem einen von uns (Z.) gemein- 
schaftlich mit S. Salaskin vor Kurzem publicirten Untersuchung 
«Ueber die Harnstoffverbindung im Harne»') haben wir gesehen, 
dass bei der Bestimmung des NH, im Ammoniumsulfat— in 
unserem Vacuumapparate nach = 3stiindiger Destillation bei 
31—82° 99,6°/o von dem vorhandenen Ammoniak tiberdestillirten, 
wovon in der dritten Stunde nur 3,3°/o Ubergingen, wenn zum 
Freimachen des Ammoniaks nicht Kalk, sondern Magnesia 
angewendet wurde. Wir fanden ferner, dass auch aus carbamin- 
saurem Ammoniak aller Stickstoff durch Magnesia als Ammoniak 
frei gemacht wird. Frisch dargestelltes carbaminsaures Ammo- 
niak wurde zwischen Fliesspapier abgepresst und die Krystalle 
in kaltem Wasser gelést. In 10 ecem. der LéOsung wurde durch 
Erwiirmen mit 20 cem. n/1o H,SO, und nachheriges Zurtick- 
titriren der Gehalt an NH, — 17,48 mg gefunden. Anderer- 
seits wurde in je 10 ccm. der gleichen Lésung durch Destillation 
im Vacuum mit Magnesia 17,27 mg und 17,21 mg NH, ge- 
funden. Danach unterliegt es keinem Zweifel, dass das Salz 
NH,CO,NH, in wiisseriger LOsung mit MgO im Vacuum destillirt 
quantitativ in Ammoniak und Kohlensiiure zerfiillt. 

Angesichts der Fehler, die bei Anwendung von tber- 
schiissigem Kalkwasser moglich sind, hielten wir es daher fiir 
wiinschenswerth, zu untersuchen, ob bei Ersatz des Kalkes 
durch Magnesia, auch wenn letztere im Ueberschusse_ vor- 
handen, der wahre Ammoniakgehalt im Blute und in den Ge- 
weben ermittell werden kann. Auf Grund zahlreicher Kontroll- 
versuche glauben wir sagen zu kénnen, dass Magnesiumoxyd 
wirklich diesen grossen Vorzug vor Calciumoxyd hat. 
Zuniichst haben wir folgende Bestimmungen ausgefiihrt: 

Je 30 ¢ desselben frischen defibrinirten Hundeblutes — 
es wurden absichtlich so geringe Blutmengen genommen — 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXVIII, S. 77. 
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wurden mit 50 g Wasser in einen Vacuumapparat gebracht und 

nach erfolgter gleichzeitiger Evacuirung Nr. 1 mit 50g, Nr. 2 

mit 150 g filtrirten Kalkwassers, Nr. 3 mit 50 g Kalkmilch und 

Nr. 4 mit einer Emulsion aus 2 g MgO in 50 g Wasser versetzt. 
Wir erhielten aus: 


mg Nil, in 400 g Blat 


1. 30 g Blut + 50 g Wasser + 50 ¢ filtrirten Kalkwassers 0.68 
2, 30 + 50 : +- 150 2 O94 
3. B0 » + 5O » + 850» Kalkmilch 11,53 
4.30 >» » + 50» » + 2» MgO in 50 g Wasser 0,76 


In Nr. 1 und 4 wurde iibereinstimmendes Resultat er- 
halten, denn der geringe Unterschied liegt innerhalb der Fehler- 
erenze. In Nr. 2 wurde schon mehr als die 3fache und in 
Nr. 3 die 16fache Ammoniakmenge gefunden. 

In einem folgenden Versuche wurde absichtlich eine kleine 
Menge Blut mit einem grossen Ueberschuss von Magnesia und 
dann eine gréssere Quantitiit desselben Blutes mit einer kleineren 
Menge von Magnesia destillirt. 

Wir erhielten aus 

mg NHg, in 100g Blut 
30 =¢ Blut + 100g Wasser + 5 g MgO O84 
53,793 » + 30> +. 1,5 » 0.65 


| 


Trotz des colossalen Ueberschusses von MgQ ist die 
Menge des verfliichtigten NH, eine geringe und der Unter- 
schied zwischen den beiden Zahlen kein erheblicher. Zur 
Neutralisation des NH, aus den 30 g Blut waren nur 0,33 cem. 
von der 3/20 n-Kalilauge erforderlich. Ein Unterschied von nur 
0.1 ccm. dieser Lauge — also 0,23 statt 0,33 ccm. — wiirde 
0.59 mg statt 0,84 mg in 100 g Blut entsprechen. Der Schluss 
ist daher berechtigt, dass im Gegensatz zum Kalk ein selbst 
grosser Ueberschuss von MgO keine merkliche Spaltung der 
iibrigen stickstoffhaltigen Bestandtheile des Blutes bewirkt. 

Oben haben wir angegeben, dass der Alkaligehalt des 
Blutes vollkommen geniigt, damit das darin vorhandene NH, 
bei der Destillation im Vacuum sich vollstiindig verfliichtige. 
Es geht dies aus den Versuchen hervor, wo wir das _ gleiche 
Blut einerseits nur mit Wasser verdiinnten, andererseits mit 
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dem gleichen Quantum Magnesiaemulsion versetzten und im 

Vacuum destillirten. Einem Hunde wurde Blut zuerst aus der 

Art. femoralis, sodann aus der Vena portae entnommen. 
Wir erhielten aus 


mg NHg in 100g Blut 


100 g arter. Blut -—+ 100g Wasser 0.30 
100 , +- 100 » 2° viger Magnesiaemulsion 0,28 
1) » Pfortaderblut -+- 100 » Wasser 1,01 
100) » + 100 > 2°/oiger Magnesiaemulsion 1,07 


Dieser Versuch beweist auch deutlich, dass Magnesia- 
zusatz kein NH, aus den Blutbestandtheilen abspaltet. Ein 
Uebelstand bei der Destillation des Blutes fiir sich ist das 
starke Schiiumen, was durch MgO-Zusatz bedeutend herab- 
gesetzt wird. 

Dagegen werden aus den Geweben bei fehlender Magnesia 
nur Spuren von NH, entwickelt. 

Wir erhielten aus 


mg NHzs in 9) 


1. 52,7 g frischer Hundemuskel + 100 g 2°/oiger MgO-Emulsion 13.8 
2. 55,9 > —-_ 100 » Wasser 0.6 
3. 59,1» frischer Hundeleber -+ 100 » 2° viger MgO-Emulsion 31,2 
4. O1,4 » . —+- 100 » Wasser 0.4 


Wir haben mehrere Versuche angestellt, um die zweck- 
miissigste Menge der Fliissigkeit, Dauer der Destillation und 
Temperatur zu ermitteln, damit alles vorhandene NH, ver- 
fliichtigt werde. Beziiglich der letzteren haben wir gesehen, 
dass es vom Vortheil ist, zwischen dem Siiurerecipienten und 
der Luftpumpe einen Kiihler mit einem Reservoir (siehe die 
Zeichnung auf Seite 203 ZL und F’) einzuschalten. Wird noch 
das Gefiiss (#’) mit Eis oder Schnee abgekiihlt, so geriéth die 
Fliissigkeit in A schon bei 29° in heftiges Sieden, der Druck 
sinkt um einige Millimeter in Folge der verminderten Spann- 
kraft des Wasserdampfes und in ca. 5 Stunden konnen etwa 
150—200 eem. der Fliissigkeit aus A bei 32—34° abdestillirt 
werden. Folgender Versuch illustrirt das Gesagte: 

In zwei gleiche Apparate, wovon der eine ohne Kiihler, 
der andere mit Kiihler montirt war, wurden je 250 ccm. einer 
Salmiaklisung, die genau 98,26 mg NH,Cl enthielten, hinein- 
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cethan und nach erfolgter Evacuirung der Apparate 50 ccm. 
der Magnesiaemulsion (mit 1,5 g¢ MgO) hinzugesetzt. Nach 
212 Stunden, als die Temperatur 31° erreichte, wurde zum 
ersten Mal der Siiurerecipient (B) gewechselt, sodann nach 
31/2, 41.2 und 5 Stunden, und das iibergegangene NH, titrirt. 
Wiihrend der fiinfstiindigen Destillationsdauer blieb die Tempe- 
ratur auf 31—32°. 
Wir erhielten fiir die beiden Apparate folgende NH,- 

Werthe: 

iiberdestillirtes NHg in J 

ohne Kihler mit Kihler 


1. Nach den ersten 2'/2 Stunden 48,72 62.37 
2. In der folgenden Stunde 23,92 31,52 
3. In der folgenden Stunde 10,90 4,46 
4. In der folgenden Stunde 6.01 0.59 


t 


Die Destillation wurde nach 5 Stunden abgebrochen. 
Von dem NH, sind in dem Apparate ohne Kiihler 89,55°/o, in 
dem mit Kibler 98,94°/o tiberdestillirt. Von den 300 cem. 
der Fliissigkeit in dem Gefiisse (4) sind im ersten Falle 245 ccm., 
im zweiten nur 140 ccm. zuriickgeblieben. Bei Anwendung 
des Kiihlers geschieht daher die Verdampfung unvergleichlich 
rascher: dabei wird das Volumen der Fliissigkeit in dem 
Siiurerecipienten (B) nicht vergrdssert, da die Condensation 
des Wasserdampfes erst hinter dem Kihler in dem Gefiisse (F’) 
geschieht. Wir sehen auch hier, dass dhnlich wie bei der 
Hestillation unter dem Atmosphiirendruck die vollstiindige Ver- 
fliichtigung des NH, erst dann erreicht wird, wenn die grOssere 
Hiilfte der Fliissigkeit tiberdestillirt ist. Um sicher zu gehen, 
ist es daher zweckmiissig, etwa ?/s der Fliissigkeit verdampfen 
zi lassen. Wir haben zu dem Zwecke das _ Destillations- 
gefiiss (4) von 50—350 ccm. in Abstiinden von je 50 ccm. 
calibrirt, um das Quantum der abgedampften Fliissigkeit zu 
kennen. Da wir ferner empirisch ermittelt haben, dass, sobald 
die Temperatur des iiusseren Bades (VW) 35° erreicht hat, dann 
die Temperatur im Gefiisse (A) 30° ist, so passen wir bei der 


_ 


Destillation nur darauf, dass die Temperatur des Bades (.V) 
nicht mehr als 35—37° betriigt, und erachten die Bestimmung 
als beendet, wenn ca. 23 der Fliissigkeit aus dem Gefiisse (A) 
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verdampft sind. Beim Einhalten dieser Maassregel ergaben uns 
drei Kontrollbestimmungen mit der gleichen Salmiaklosung: 
99,560, 99,8°/0 und 100,27°/o von dem zugesetzten NH,. 
Von vornherein konnte man erwarten, dass in der gleichen 
Zeit ein kleineres Fliissigkeitsquantum relativ rascher als ein 
grosseres verdunsten wird, wenn auch, absolut genommen, im 
zweiten Falle das Quantum des verdunsteten Wassers ein 
grOsseres sein muss. Auf die Verfliichtigung des Ammoniaks hat 
jedoch die Menge des iibergegangenen Wassers keinen merklichen 
Kinfluss. Wir haben in einem Versuche Rinderblut, das zwei 
Tage vorher dem Thiere enthnommen war, in drei Partieen zu 
je 100 com. zu gleicher Zeit und an gleicher Pumpe und zwar 
in der Art destillirt, dass in Nr. | 100 cem. Blut ohne jeden 
Zusatz, in Nr. If 100 cem. Blut mit 100 cem. 2°/0iger Magnesia- 
emulsion und in Nr. II] 100 cem. Blut +- 100 ccm. Magnesia- 
emulsion + 100 ccm. Wasser destillirt wurden. Als in Nr. | 
23 der Fliissigkeit tibergingen, wurde die vorgelegte Schwefel- 
siiure in allen drei Apparaten zuriicktitrirt, hierauf neue Siure 
vorgelegt und die Destillation so lange fortgesetzt, bis aus Nr. | 
alles Wasser tiberdestillirte. Wir erhielten folgendes Resultat: 





Nr. I | Nr. | Nr. Il 


' 





Urspriingliche Menge der Fliissigkeit . . 100 cem. | 200 cem. 300 ccm 
Zuriickgebliebene Menge der Fliissigkeit § 30 cem. | 100 cem. 180 cem. 


Verbrauchte ‘/eo n-Kalilauge in ccm, zum 








Zuriicktitriren der Schwefelsiiure. . . 195 | 1.8 1,98 
Erhaltenes NH, in mg ftir 100 ccm. Blut 164 151 1,66 
Fitissigkeitsmenge bei fortgesetzter De- 

StU a ke Ree we ol Oe 6d 150 

Rickstand) 
Verbrauchte 1/20 n-Kalilauge in cem. zum 

Zuriicktitriren der Schwefelsiiure. . . (),2 0,4 0.3 

Erhaltenes NH, in mg fiir 100 cem. Blut | O17 O34 Q).25 





Total erhaltenes NH, in mg ftir 100 ccm. 
Ds <4 ew aR ee ye oe eS 1.8] 1.85 1.91 
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Wie aus diesen Zahlen ersichtlich, ist, nachdem in Nr. I 
2/3 des Blutes abdestillirt sind, unabhiingig von der Verdiinnung 
auch in Nr. Il und II, die gleiche Menge NH, erhalten worden. 
Bei weiterem Destilliren, wobei in Nr. I das Blut bis zur 
Trockne verdampft wurde, sind noch minimale Mengen von 
NH, entwickelt worden. Diese Mengen sind beim Blute so 
gering, dass sie ftiglich vernachliassigt werden kénnten. Anders 
war es bei unseren Versuchen mit den Organen, falls sie nicht 
zu ganz homogenem Brei verrieben wurden. Wiihrend das 
auf °3 abdestillirte Blut bei weiterer Destillation bis zur 
Trockne nur Spuren von NH, entwickelte, so dass beim Zuriick- 
titriren der vorgelegten Siure wir 0,1 cem., héchstens 0,2 ccm. 
der 320 n-KOH weniger verbrauchten, waren es bei den auf 
13 abdestillirten Organemulsionen bei weiterer Destillation zur 
Trockne manchmal 4 ccm. der 3/20 n-KOH, die wir beim 
Zuricktitriren der Siiure weniger verbrauchten. Dadurch 
wurden Differenzen erhalten, die am besten durch folgende 
Zahlen illustrirt werden. 

Wir erhielten z. B. in 100 g des frischen Gewebes: 

Aus Hundemuskel 11,54 und 12,31 mg NH, 
S50 » 10,60 
Hundeleber 26,42 28,97 

Die Ursache dieser Erscheinung liegt in dem nicht voll- 
stiindigen Eindringen der Magnesia in das zerkleinerte Gewebe. 
Wir haben daher das zerhackte Gewebe noch dureh die 
Fleischhackmaschine passiren lassen oder im Morser mit mit 
Salzsiiure ausgewaschenem und ausgegliihtem Meersand ver- 
rieben. Dadurch gelang es uns, die Differenzen in den Be- 
stimmungen soweit zu beseitigen, dass ftir 50 g des Gewebes 
der Unterschied in der verbrauchten 1/20 n-Kalilauge 1 cem., 
hochstens 2 cem. betrug. Ein Uebelstand dabei besteht darin, 
dass, um allen Inhalt aus dem Morser in das Gefiiss (A) zu 
bringen, ziemlich viel Wasser zum Nachspiilen nothig ist und 
in Folge dessen die Destillation etwas liinger dauert. 

Wenn wir nun alles oben Gesagte resumiren, so ist unser 
jetziges Verfahren zur Bestimmung des NH, im Blute und den 
Geweben wie folgt: 
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Zur Destillation dient das conische dickwandige Gefiiss |.) 
(siehe die Figur) von 1,5—2 Liter Inhalt. Die obere und 
untere Oeffnung haben 4 cm. im Durchmesser und sind zwecks 
luftdichten Verschlusses matt geschliffen. Die untere Oeffnung 
hat bei den Analysen zwar keine bedeutung, erleichtert aber 
sehr die Reinigung des Gefiisses nach dem Gebrauch und wird 
mit einem Kautschukkorke geschlossen. 

Nachdem das Gefiiss (4) in dem Wasserbade (.W) passend 
befestigt worden, wird die obere Oeffnung mit einem doppelt 
durchbohrten Kautschukkorke geschlossen. Durch die eine 
Bohrung geht hindurch das Rohr des Scheidetrichters (D), 
durch die andere das dreikugelige Ableitungsrohr (q), das 
mittelst dickwandigen Kautschukschlauches mit dem Roéhrchen | ¢ 
verbunden ist. Das Gefiiss (B) von 17 mm. Durchmesser und 
+2 cm. Liinge mit drei kugeligen Ausbuchtungen ist der Re- 
cipient fiir die titrirte Schwefelsaure. Der Recipient (2) wird 
ebenfalls mit einem doppelt durchbohrten Korken geschlossen, 
worin das ZuleitungsrOhrchen (c) mit dem Hahnen (4) und 
das Ableitungsrohrchen (7), das durch dickwandigen Kautschuk- 
schlauch mit der Flasche (C) verbunden ist, stecken. Die 
Waschflasche (C) ist sodann mit dem Liebig’schen Kitihler 
und dieser mit der Reservoirflasche (/’) verbunden, — (mm) is! 
Manometer und mittelst des seitlichen Rohrs (4) ist die 
Flasche (F#’) und damit das ganze System mit der Wasser- 
strahlpumpe verbunden, 

Die zu untersuchende Substanz — blut oder Gewebe -— 
wird bis auf O,1 g¢ genau abgewogen in das Gefiiss (4) ge- 
bracht. Bei Analysen des Blutes, das nur wenig NH, enthiilt, 
nehmen wir nicht weniger als 100 g. Erheblich gréssere 
Mengen zu nehmen, ist auch unpraktisch, da das Blut im 
Vacuum stark schiiumt, was die Destillation verzégert, und 
ausserdem kann die Fliissigkeit leicht in das Gefiiss (B) tiber- 
steigen. Von den Organen geniigen 40—S0 g, die vorher 
moglichst fein mit gereinigtem Meersand verrieben werden: 
vom Harn verwendeten wir 20—30 cem., doch geniigen auch 
viel kleinere Quantitiiten. In das Gefiiss (B) werden mittelst 
einer genau calibrirten Pipette bei der Destillation des Blutes 


? 
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{0 cem., bei der der Gewebe 20 cem. !/10 n-Schwefelsiiure 
cebracht, die nach Beendigung der Destillation mit !/20 n-Kali- 
lauge zurticktitrirt werden. Fiir Harn, je nach der genommenen 
Menge, sowie fiir ammoniakreichere Fliissigkeiten muss die 
SO,H, und auch die KOH-Lauge entsprechend concentrirter sein. 

Nachdem die einzelnen Theile des Apparates mit einander 
verbunden, wird zuniichst die Luft evacuirt. Der Hahn (a) 
wird geschlossen, der Hahn (4) anfangs halb gedffnet, damit 























die rasch aufsteigenden Luftblasen in den Recipienten (3B) 
nicht hintibergerissen werden; spiiter wird er ganz geoffnet. 
Wiihrend des Evacuirens werden die Gummistépsel in den 
(iefissen (A) und (B), sowie eventuell die Kautschukverbin- 
dungen mit geschmolzenem Paraffin luftdicht gemacht. Man 
isst Wasser durch den Kiihler fliessen und auch das Reser- 
voir (#’) wird durch Schnee oder kaltes Wasser gekiihlt. Zeigt 
lus Manometer einen Druck von 15—10 mm. und _passiren 
‘ie Gasblasen durch den Recipienten (B) langsam, so wird der 






































P04 M. Nencki und J. Zaleski. 
Hahn (4) geschlossen und durch den Scheidetrichter (D) 50 cem. 
der 2° oigen Magnesiaemulsion hinzugegossen. Jetzt wird cer 
Hahn (4) von Neuem geoffnet und wenn die Gasentwickelung 
nachgelassen hat, beginnen wir mit dem Erwiirmen des Wasser- 
bades (.W). Die Steigerung der Temperatur muss, namentlicl 
bei der Destillation des Blutes, sehr langsam_ geschelhen, 
2—4 Stunden, bis sie 35° erreicht hat, und die ganze Zeit 
auf 35—37° gehalten werden. Sind ca. ?’3 der Fliissigkeit 
aus dem Gefiisse (A) tiberdestillirt, was im Ganzen etwa 
5—6 Stunden beansprucht, so kann die Destillation als be- 
endet betrachtet werden. Zuniichst wird die Kautschukver- 
bindung zwischen dem Gefiisse (C) und dem Kihler (J) mittelsi 
Klemmschraube geschlossen. Ebenso der Hahn (J) und durch 
den Hahn (a) wird in das Gefiiss (4) Luft hineingelassen, 
Hierauf wird die Kautschukverbindung zwischen (g) und (¢ 
losgelOst und durch vorsichtiges Oeffnen des Hahnes (6) die 
Luft in (B) und (C) hineingelassen. Hierbei kann es passiren, 
dass durch zu rasches Oeffnen des Hahnes (4) die Luft so 
heftig in (B) eindringt, dass ein Theil der Siure nach (( 
hinitibergeschleudert wird. Sind (B) und (C) mit Luft gefiilll, 
so wird der Inhalt dieser beiden Gefiisse in ein Becherglis 
gegossen, die Wiinde sorgfiiltig mit Wasser nachgespiilt und 
die Sidure zuriicktitrirt. Als Indicator empfehlen wir die 
Mischung von Laemoid mit Malachitgriin. — 10 g Lacmoid 
werden in 150 cem. Alkohol gelést, filtrirt und zu dem Fil- 
trate 10—15 cem. einer Lésung von 1 g Malachitgriin in 
50 cem. Alkohol hinzugesetzt. — Bei den minimalen Mengen 
von NH,, um die es sich hier handelt, ist die absolute Reinheit 
der Reagentien selbstverstiindlich und sind das verwendete 
destillirte Wasser, sowie die Magnesia vor ihrem Gebrauche 
auf den eventuellen Gehalt an NH, genau zu_ priifen; aber 
auch die Reinheit der Gefiisse und der Laboratoriumsluft muss 
nicht ausser Acht gelassen werden. Das Blut und die Organe 
miissen in einigen Stunden nach der Verblutung des Thieres 
verarbeitet werden. Wiederholt haben wir gesehen, dass das 
Blut und die Gewebe schon nach 24stiindigem Aufbewahren 
selbst in der Kiilte einen etwas héheren NH,-Gehalt als Tags 
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yorher zeigten. Da wo bei einer Reihe von Bestimmungen 
wir nicht alle am selben Tage ausfiihren konnten, haben wir 
weniger zersetzliche Organe wie Muskel, Milz, Nieren mit 
Salicylsiiure bestreut und auf Eis bis zum_ niichsten Tage auf- 
bewahrt. Wie oben angegeben, wird aus dem Blute bei der 
Destillation vermoge seines Alkaligehaltes auch ohne Magnesia- 
zusatz alles NH, ausgetrieben. Ks ist hierbei zweckmiissig, das 
Blut mit dem halben Volumen Wasser zu verdiinnen, wodurch 
das Schiumen sehr vermindert wird. Bei den Organen ist die 
Herstellung einer moglichst diinnbreiigen Emulsion durch Ver- 
reiben mit Sand nothwendig. Fir 50 ¢ des Gewebes geniigen 
hierzu etwa 200 g Wasser, was mit dem nachherigen Zusatz 
yon dO g 2°/oiger Magnesiaemulsion 300 g Fliissigkeit ausmacht. 
Harn wird mit dem 3—)fachen Volumen Wasser verdiinnt. 
Dass das im Vacuum entweichende Alkali wirklich Am- 
moniak ist, davon haben wir uns durch direkten Versuch 
iiberzeugt. Eine aus dem Blute und den Organen zweiler 
Hunde zurticktitrirte schwefelsaure Losung sollte der Titration 
zu Folge 0,1958 g NH, enthalten. Diese Losung wurde mit 
liberschiissiger Kalilauge destillirt, das Destillat in Salzsiure 
aufgefangen, die salzsaure Losung auf dem Wasserbade ver- 
dunstet und mit alkoholischer Platinchloridlésung gefallt. Der 
abgeschiedene Platinsalmiak wurde mit Aetheralkohol nach- 
eewaschen, getrocknet und geeliiht. Das Gewicht des erhal- 
tenen Platins war — 1,0647 g entsprechend 0,1866 ¢ NHsg. 
Demnach konnte das verfliichtigte Ammoniak nur minimale 





Mengen héherer Homologe — vielleicht Methyl- und Trime- 
thylamin — enthalten. 

Nach diesem verbesserten Verfahren wurden von dem 
einen von uns (Z.) gemeinschaftlich mit Dr. W. Horodynski 
eine grosse Anzahl von NH,-Bestimmungen im Blute der ver- 
<chiedenen Gefiissbezirke und den Organen unter den _ ver- 
<chiedensten Ernihrungsverhiltnissen bei Hunden ausgefihrt 
und soll eine ausfiihrliche Mittheilung der erhaltenen Resultate 
demnichst in dieser Zeitschrift verdffentlicht werden. Ge- 
Wwohnlich wurde das Blut zuerst aus der Art. femoralis, hierauf 
aus der Pfortader und ihren Aesten, dann noch aus anderen 
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Gefiissen entnommen und. schliesslich liessen wir das) Thie 
aus der Arterie verbluten. Im Mittel aus 15 Bestimmungey 
erhielten wir, mit geringen Schwankungen, wenn das Blut, wi: 
eben angegeben, entnommen wurde, ftir das arterielle Hunde- 
blut 0,35 mg und fiir das Pfortaderblut 1,45 mg fiir 100 » 
Blut. Wurde das arterielle Blut gegen Ende der Verblutune 
entnommen, so enthielt es, offenbar in Folge der Auswaschune 
der Organe, stets etwas mehr NH, — im Mittel 0,52 mg. - 
Das Pfortaderblut enthalt daher 2,8—4 mal mehr NH, als das 
arterielle, — Fitir die einzelnen Organe wurden dagegen je; 
der Destillation mit Magnesia ziemlich die gleichen Werthe 
wie friiher mit Kalk erhalten. Den hochsten NH,-Gehalt ergal 
auch jetzt die Magenschleimhaut, dann die Darmschleimhaut, 
die Leber und das Pankreas und es frigt sich, warum gerade 
im Blute die gréssten Differenzen bei der Destillation mil 
Kalk resp. Magnesia erhalten wurden. Es miissen im Blute 
Stoffe vorhanden sein, die nur ein wenig bestiindiger als 
das carbaminsaure Ammoniak sind. So zersetzt sich z. b. 
nach R. Breuer!) das freie Chitosamin schon in wiisseriger 
Losung ungemein rasch unter Abspaltung von NH,. Wie schon 
Kingangs erwiihnt, spalten auch Ejiweissstoffe in alkalischer 
Losung bei der Bruttemperatur unter Sauerstoffabsorption Am- 
moniak ab. Wir haben gemeinschaftlich mit Herrn Popot! 
die friiheren Versuche hiertiber von Nencki und Sieber?) 
mit reinem krystallisirten Serumalbumin, mit Serumglobulin 
und dem Oxvhiimoglobin aus Pferdeblut wiederholt. 

Die Ermittelung des absorbirten Sauerstoffs geschah, wie 
in den friiheren Versuchen, durch Bestimmung des Sauerstoi!s 
in der mit der Eiweissl6sung miteingeschlossenen Luft. Die 
Kiweissldsungen wurden in eine starkwandige Flasche, von der 
Form wie die Flasche (F) in unserer Zeichnung, nur ohne 
das seitliche Ansatzrohr (k), von genau bekanntem  Inhali 
(circa 2 Liter) gebracht. Der Hals der Flasche wurde mi 
einem doppelt durchbohrten Kautschukkorke geschlossen. In 


1) Berl. chem. Ber., 31, 2195. 1898. 
2) Journ. fiir prakt. Chem., Bd. 26, 8. 6. 1882. 
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der einen Bohrung befand sich das Ableitungsréhrchen, in der 
anderen ein diinnwandiges in die Flasche hineinragendes Glas- 
rohr, unten offen, oben spitz ausgezogen, durch welches nach 
Beendigung des Versuches in die Flasche Quecksilber hinein- 
cegossen wurde. Nach Zusatz einer abgewogenen Menge des 
festen Kalihydrats zu der Fliissigkeit wurde der Kautschukkork 
aufgesetzt und in die Erweiterung des Flaschenhalses, zwecks 
luftdichten Verschlusses, Quecksilber gegossen. Nach etwa 
einer Stunde, als der Flascheninhalt die Temperatur des 
Zimmers angenommen, haben wir die Temperatur und den 
Barometerstand notirt, das Ende des Ableitungsrohrs zuge- 
schmolzen, und jetzt liessen wir die Flaschen 3—6 Wochen 
lang im Thermostaten bei 37° stehen, wobei sie zeitweise be- 
sichtigt und ihr Inhalt umgeriihrt wurde. Nach beendigter 
Versuchsdauer wurde die Luft durch Eingiessen von Queck- 
silber durch das diinnwandige Glasrohr -— die Spitze des Glas- 
rohrs wurde mit Kautschukschlauch tiberzogen und nach Ein- 
giessen des Quecksilbers in den Schlauch unter Quecksilber 
abgebrochen: ebenso wurde die Spitze des Ableitungsrohrs 
unter Endiometer abgebrochen — aus der Flasche heraus- 
getrieben und in einem genau abgemessenen Volumen der 
Gehalt an Sauerstoff durch alkalische Pyrogallolldsung  be- 


stimmt. 
Relativ die griésste Menge Sauerstoff absorbirte das um- 
krystallisirte Oxyhiimoglobin aus Pferdeblut — 250 ccm. der 


Losung, die 7,5675 g Hiimoglobin und 2 ¢ KOH oder 3,027 °/o 
Hiimoglobin und 0,8°/5 KOH enthielt, absorbirte nach 49 Tagen 
0.2939 ¢@ Sauerstoff oder 3,88 °/o vom Gewichte des Hiimo- 
elobins. — Die gleiche Menge der Lésung mit 5 g KOH, also 
3,027 %}o Oxyhiimoglobin und 2,0°/o KOH, absorbirten nach 
gleicher Zeitdauer O,3866 ¢ oder 5,10°/o Sauerstoff. — Die 
miteingeschlossene Luft == 1573 ecem. enthielt am Ende des 
Versuches nur 3,7 °/o Sauerstoff. 

200 cem. einer 1,83°/oigen Losung von krystallinischem 
Serumalbumin +--+ 1,5 KOH absorbirten wiihrend 21 Tagen 
0.0961 g Sauerstoff = 1,9°/o vom Gewichte des Eiweisses in 
0.79 oiger Kalilésung. 











2OS M. Nencki und J. Zaleski. 

































200 com. dergleichen Lésung + 5 g¢ KOH absorbirten 
in der gleichen Zeit 0.07784 g Sauerstoff oder 2,12 °/o In 2,5°/viger 
Kalilosung, 

300 cem. einer 1,726°/oigem Serumglobulinldsung + 2 ¢ 
KOH absorbirten wiihrend 24 Tagen 0,0600 g Sauerstoff oder 
1.14° 5 vom Gewichte des Globulins in 0,66 °/oiger Kalil6sung, 

300 com. dergleichen Losung + 6 g KOH absorbirten 


in der gleichen Zeit 0,0941 g Sauerstoff = 1,8°/o in 2°/oiger 
Kalil6sung. 


350 com. einer 1,66°/oigen Losung von Serumglobulin 
+ 17,5 ¢ KOH verblieben im Thermostaten 29 Tage. Die 
Menge des absorbirten Sauerstofis war —= 0,1400 g oder 
2.4% o vom Gewichte des Globulins in 5,8°/oiger Kalilosung. 

In diesem Versuche wurde die Menge des vorhandenen 
Ammoniaks vor Beginn und am Schlusse des Versuches nach 
unserer Methode bestimmt. Wir erhielten folgende Werthe: 


Erhaltenes NH, in Milligrammen 
fiir 100 g der Losung 
1. Globulinlésung nur mit MgO destillirt . . . 1,50 
2. mitGG*%e GAN 2s +s % «= SS 


Nach 29tagigem Stehen im Thermostaten: 
3. Destillation mit MgO (die alkalische Lésung 
wurde vorher mit SO,H, schwach sauer 


EN cs 4 a ky ie tae ee. ee. “ee 
4. Destillation, ohne vorher das Alkali zu neu- 
RN is ah Sag, gn tage et A IS ee a 


Wir brauchen kaum zu erwiihnen, dass eine betheiligung 
der Spaltpilze an der Sauerstoffabsorption in diesen Versuchen 
ganz ausgeschlossen war. Abgesehen davon, dass alle Gefiisse 
vorher sterilisirt und die Eiweissl6sungen durch Chamberland- 
kerzen direkt in die Absorptionsflaschen hineinfiltrirt wurden, 
wiirde schon der Alkaligehalt der Losungen das Wachsthum 
der Bacterien hindern. — Die Losungen waren in der ‘That 
nach Beendigung der Versuche vollkommen klar und geruchlos 
und erwiesen sich bei Ueberimpfungen als steril. Die alkalischen 
EKiweissldsungen, mit verdiinnter Essigsiiure neutralisirt, gaben 
geringe Niederschliige, die Filtrate davon gerannen nicht beim 
Kochen, gaben die Biuretreaction und durch Fiillung mit 
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SO,(NH,). resp. Alkohol konnten darin Proto- und Deutero- 
albumosen in reichlicher Menge nachgewiesen werden.  Kry- 
<tallinische Produkte waren darin nicht vorhanden. Auch die 
(xvhiimoglobinldsungen, die nach beendigung des Versuches 
dunkelbraum gefiirbt waren und spectroskopisch das Absorptions- 
band des Hiimatins in alkalischer Losung zeigten, enthielten 
Proto- und Deuteroalbumosen, gaben Biuretreaction, aber 
krystallinische Spaltungsprodukte haben wir in den Lésungen 
nicht gefunden. 

Wenn wir uns noch vergegenwirtigen, dass nach einem 
friiheren Versuche von Nencki und Sieber?!) Kiereiweiss in 
0.5°/olger Sodaldsung ebenfalls Sauerstoff absorbirt, so kinnten 
die minimalen Mengen des NH, im arteriellen Blute einer 
Autooxydation der Proteinstoffe ihren Ursprung verdanken. 
Nach unserer Ansicht stammt jedoch das NH, des Blutes aus 
dem Stoffwechsel der Gewebe, d. h. der Muskel und der 
driisigen Organe ab, ganz besonders aber von den chemischen 
Processen in der Magen- und Darmschleimhaut, und darin ist 
hauptsichlich die Ursache fir den 3—4 mal hodheren NH,- 
Gehalt der Pfortader zu suchen. Natiirliich kommt hier auch 
das in dem Darminhalt gebildete NH, in Betracht. Ausser 
dem NH,, das im blute wohl nur als Carbaminsiure vor- 
kommt, miissen darin noch leicht zersetzbare Stoffe enthalten 
sein, die nicht durch Magnesia, aber durch tiberschiissiges 
Kalkwasser bei der Bruttemperatur unter Freiwerden von NH, 
sich zersetzen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 





























































Ueber die Bildung von Harnsaure in der Leber der Vogel. 
Von 


Katharina Kowalewski und S. Salaskin. 
(Aus der chemischen Abtheilung des Institutes fiir experimentelle Medicin 
in St. Petersburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 30. Juni 1901.) 


Nach den Untersuchungen von Minkowski!) erleidet der 
Procentsatz der stickstoffhaltigen Kérper im Harne der Giinse, 
nach der Exstirpation der Leber, eine nicht unbedeutende 
Veriinderung. Wihrend im Harne von normalen Giinsen der 
Stickstoff, als Harnsiiure, gegen 60—70°)) ausmacht und als 
Ammoniak 9—18°/o, so entfillt bei entleberten Gansen aut 
den Stickstoff der Harnsiiure nur 8—6°/o, auf den des Ammo- 
niaks dagegen DO0—60°/o. 

Diese Thatsachen fiihrten Minkowski zur Annahme, 
dass «das Ammoniak eine normale Vorstufe der Harnsiiure 
sei, und dass die synthetische Umwandlung des Ammoniaks 
in Harnsiiure im Organismus der Vogel nur bei erhaltener 
Leberfunction stattfinden kann ».?) 

Hierbei setzt Minkowski voraus, dass «bei der Harn- 
siiurebildung das Ammoniak sich mit einem kohlenstoffreicheren 
Atomcomplexe vereinigt und demnach die Synthese einfach 
unter Wasserabspaltung oder unter Oxydation und Abspaltung 
von Kohlensiiure und Wasser zu Stande kommt».8) Als solche 
kohlenstoffreichere Verbindung glaubt er die Milchsaure an- 
nehmen zu kénnen, da dieselbe im normalen Harne der Giinse 
nicht vorhanden ist, dagegen aber im Harne der entleberten 
Giiinse war ihre Menge so bedeutend, dass sie fiquivalent der 
ausgeschiedenen grossen Ammoniakmenge war. 

Die von Minkowski ermittelten Thatsachen wurden voll 
bestiitigt durch die vor Kurzem erschienene Arbeit von Lang,' 
und es muss jetzt als feststehende Thatsache angenommet 
werden, dass die Leber unbedingt nothwendig ist, wenn de 
Organismus der Végel im Stande sein soll, Harnséiure zu bilden 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmak. 1886, Bd. 21, 41—87. 
2) l. ec. OL. 
3) |. c. 70. 


4) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXXII, 5. 820—341. 1901 
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Wir lassen hierbei die geringe Menge der Harnsiiure, 
welche sich noch nach der Exstirpation der Leber im Harne 
befindet, unberiicksichtigt. 

Doch die Frage, welche Stellung die Leber bei diesem 
Vorgange einnimmt, bleibt offen. Ist das Auftreten des 
milchsauren Ammoniaks statt der Harnsiiure im Harne der 
Vogel eine indirekte Folge der Leberexstirpation etwa in dem 
Sinne, dass die bildung von Harnsiiture in anderen Organen 
in Folge der Leberentfernung behindert ist, oder wird die 
Harnsiiure direkt in den Leberzellen aus dem in ihnen vor- 
handenen oder ihnen durch das Blut zugefiihrten Material ge- 
bildet ? 

Da sich auf diese Fragen in der Litteratur keine direkten 
Antworten finden, so tibernahmen wir es, diese zu erforschen, 
indem wir eine Reihe von Versuchen anstellten, bei welchen 
wir das Blut durch eine exstirpirte Leber hindurchleiteten. 
Wir haben diese Versuche im Frihling vorigen Jahres begonnen, 
konnten sie aber aus rein dusserlichen Griinden erst in diesem 
Friihjahr fortsetzen. 

bei unseren ersten Versuchen bestimmten wir die Harn- 
siiure nach der Methode Salkowski-Schroéder. !) 

Schroder kommt hierbei auf Grund seiner Kontroll- 
versuche zur Annahme, dass der Verlust an Harnsiiure bei 
eenauer Ausfiihrung seiner Methode ein sehr geringer ist und 
zwischen 0,0002—0,0018 schwankt. Wir waren nicht so 
cliicklich, bet uns erwies sich die Methode als weniger genau, 
wovon uns unsere Kontrollversuche tiberzeugten; wir erhielten 
nimlich weniger Harnsiiure, als wir zum Blute hinzugefiigt 
hatten, nebenbei scheidet sich noch die Harnsiiure nicht immer 
in geniigend reinem Zustande ab. Die Stickstoffbestimmungen 
in solcher Harnsiiure nach Kjeldahl gaben ebenfalls einen 
etwas kleineren Procentgehalt an, als der berechnete betrug. 

Die Ursache dieser Ungenauigkeit liegt nach unserer 
Meinung in der theilweisen Zersetzung der Harnsiiure, welche 
hervorgerufen wird: 1. bei der Reduction des Silbersalzes, 


1) Beitriige z. Physiologie. Carl Ludwig zu seinem 70. Geburts- 
+ 


‘laze gewidmet von seinen Schillern. Leipzig 1887, 5. 89—100. 
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2. bei der Extraction der Harnsiiure mit kochender Lauge aus 
dem Riickstande des zur Trockne verdunsteten, vorher durch 
Schwefelwasserstoff zerlegten Silberniederschlages. 

Wir beschlossen daher, die Methode Hopkins” zu unter- 
suchen, ob sie sich zur Bestimmung von Harnsiure im blute 
elgnet. Zu diesem Zwecke gossen wir 100 cem. defibrinirtes 
Rinderblut mit bekanntem Harnsiuregehalt in 500 com. Wasser, 
welches in einer Porzellanschale vorher zum Sieden gebrachit 
worden war, fiigten sofort die entsprechende Menge 10° oiger 
Essigsiure zur Coagulation der Eiweisse hinzu und erhitzten 
dann die schwachsaure Fliissigkeit noch einige Minuten. 

Kochendheiss durch ein Faltenfilter filtrirt, wurde der 
Niederschlag auf demselben mehrere Mal mit heissem Wasser 
durchgewaschen. Bei genauer Arbeit ist das Filtrat vollstiindig 
farblos und durehsichtig. 

Nachdem das Filtrat mit den Waschwassern vereinigt 
und auf dem Wasserbade zur Trockne verdunstet war, wurde 
der Riickstand mit kochendem Wasser wiederholt ausgelaugt 
und filtrirt, wobei zur Beschleunigung der Filtration etwas 
MgSO, und Na,CO, hinzugefiigt wurde. Das Filtrat wurde 
dann mit NH,CI!) versetzt und der Niederschlag von harn- 
saurem Ammonium nach 12 Stunden abfiltrirt, auf dem Wasser- 
bade durch Essigsiiure zerlegt und auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Nach 12stiindigem Stehen in der Kiilte wurde die 
abgeschiedene Harnsiiure abfiltrirt und auf dem Filter zuerst 
mit Wasser, dann mit Spiritus und zuletzt mit Aether gewaschen, 
und darauf ber 105° getrocknet. 

In einigen Fallen wurde von uns nach der Wiigung die 
N-Bestimmung in der so erhaltenen Harnsiiure nach Kjeldahl 
mit guter Uebereinstimmung ausgefiihrt. Zu der durch Wiaigung 
erhaltenen Harnsiiure rechneten wir fiir je 10 ccm. Filtrat 
0.0005 ¢ als Correctur hinzu. 

Die von uns erhaltenen Resultate haben wir in beifolgender 
Tabelle zusammengestellt. 

1) Wir hielten es auch fiir zweckmissig, nach Vorschrift von Lang 


(l. c. 332) die heisse Lésung des harnsauren Ammoniums zur Entfernung 
von Beimischungen nochmals zu filtriren. 
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Zuratz | Gefunden 
von Harnsaure zu Differenz 
100 ccm. Blut d. Wagung aus dem N 
0.0277 0.0267 | 0.0263 — 0),0010 | — 0.0014 
| 0,0274 | — 0,0273 — 0,0003 — 0,0004 
im Mittel: 0.0271 | 0.0268 — 0.0006 — 0.0009 
0.0287 | 0.0280 — — (0.0007 | _ 
0.0284 | — — 0,0003 | -- 
im Mittel: 0.0282 | — — —0,0005 | - 
0.0348 0.0344 | — — 00,0004 | _ 
0.0340 | — — 0,0008 | _ 
im Mittel: 0,0342 — — 0.0006 | —- 
0.0478 —— -0,0472, | 00,0472, — 00,0006 | = —0,0006 
| | | | 
Diese Analysen tiberzeugten uns, dass die Methode & 
Hopkins’ zur Bestimmung von Harnsiiure im Blute geeigneter 
ist. und wir benutzten sie daher bei unseren weiteren Versuchen 
genaa nach der obigen Beschreibung. 
Fiir unsere Versuche hatten wir folgende Vorkehrungen 
setroffen: 
Die Giinse erhielten im Verlauf von 12 Stunden vor dem 
Versuch kein Futter ausser Wasser. 


, 


Zu jedem Versuche wurden 4—) Giinse im Gewichite 
von je 38600—7200 g genommen, die Menge des von einer 
Gans erhaltenen Blutes schwankte zwischen 125—400 ccm. 
Das Blut wurde, nach vorhergegangenem Unterbinden des Speise- 
rohrs und Durchschneiden der Halsgefiisse, in einer Porzellan- 
schale aufgefangen, daselbst defibrinirt und durch Gaze _filtrirt. 

Die zum Durchleiten des Blutes benutzte Leber wurde 
jedesmal von der zuletzi getédteten Gans genommen. 

Die Exstirpation der Leber wurde folgendermassen aus- 
geftihrt: Nachdem liingst der mittleren Linie ein Schnitt ge- 
nacht und die Haut von dem vorderen Theil entfernt worden 
war, wurde der ganze Brustknochen ebenfalls entfernt, sodass 
die Brust und Bauchhohle vollstiindig frei da lag. Hierauf wurden 
die Ligamenta der Leber durchschnitten und alle zur Leber 


e 


lirenden Gefiisse vorsichtig unterbunden, besonders gefiissreich 
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war das Ligament, das vom Magen zum linken Leberlappen 
geht. In die darauf aufgesuchte Vena portae wurde eine 
Caniile eingebunden, eine andere in die Vena cava superior, 
die Vena cava inferior dagegen wurde vorsichtig unterbunden 
und hierauf die ganze Leber herausgeschnitten. 

bei vorsichtiger und genau ausgefiihrter Unterbindung 
sickert fast gar kein Blut bei der Durchblutung durch. 

Zum Durchleiten des Blutes durch die Leber diente der 
Apparat Dzierzgowski’s.!) In einer Arbeit von einem von 
uns?) ist sowohl der Apparat selbst, als auch die Aufstellung 
und das Durehleiten von Blut durch eine Hundeleber genau 
beschrieben, sodass wir uns mit dem Hinweise auf diese 
Publication begniigen, da die Ausftihrung der Versuche auch 
jetzt die gleiche war. 

Zur Bestimmung der priiformirten Harnsiure wurden jedes- 
mal Proben nach fiinfmaligem Durchleiten genommen, und 
dann in mehreren Portionen bei darauffolgendem Durchleiten 
die zu untersuchende Substanz hinzugefiigt. Nach 15- und 
25maligem Durchleiten wurden wiederum Proben genommen, 
um das Anwachsen der Harnsiiure zu bestimmen. 

Zur Kontrolle fiihrten wir zwei Versuche ohne jeglichen 
Zusatz zum Blute aus. Auch hier wurden Proben nach dem 
5.. 15. und 25. Male genommen. 


Ohne jeglichen Zusatz. 


I. Versuch. 
22. April 1900. Getidtet 4 Giinse. Menge des Blutes = 
925 cem. Dauer des Versuches 3 St. 26 Min. Gewicht der 
Leber 50 g. Bestimmung der Harnsiiure nach Salkowski- 
Schroder. 
Gefunden Harnsiure in 100 cem. Blut: 
: ; . . 0,0158 : . 
Nach 5maligem Durchleiten : 9 gy 29 f Mittel 0,0144 
: 0.0175 ) 
° 0.0193 f 
0.0205 ) 
1 O.O197 J 


Mittel 0,O184, 27,8° » Zunahme 
Mittel 0,0201, 39.5° . 
1, Arch. d. Sciences biologiques de St. Petersbourg. 1897. V, 


VI. pag. 41. 
Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 129. 1898. 
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Die urspriingliche Menge Harnsiiure in 925 ecem. Blut 
betrug 0,1332. Absolute Zunahme 0,0379 g. 
Il. Versuch. 
14. Mai 1901. Getédtet 5 Giinse. Blutmenge 920 cem. 
Dauner des Versuches 2 St. 47 Min. Gewicht der Leber 122 g. 
Bestimmung der Harnsiure nach Hopkins. 


(cefunden Harnsiiure in 100 eem. Blut: 


aus dem N des Niederschlages 
berechnet: 
Nach dmaligem Durchleiten: 0.0150 


1d > ; 0.0210 0.0213 40°» Zunahme, 
25 > (0,0220 0.0220 46,6» 

Urspriingliche Menge der Harnsiiure in 920 ccm. Blut 
nach dem fiinfmaligen Durchleiten O,14380. Absolute Zu- 
nahme 0,0564. 

Mit Zusatz von milchsaurem Ammonium. 
Il. Versuch. 

3. April 1900. Getodtet 4 Ginse. Blutmenge 1025 ccm, 
Dauer des Versuches 3 St. 3 Min. Gewicht der Leber 60 g. 
Bestimmung der Harnsiiure nach Salkowski-Schroder. 

Zu dem Blute wurde 1 g. milchsaures Ammonium, in 
15 com. Wasser gelost, allmihlich zugesetzt. Dem Stickstoff- 
gehalte nach entspricht 1 g. milchsaures Ammonium 0,39 g. 
Harnsiure. 

Gefunden Harnsiiure in 100 ccm. Blut: 
Vor dem Zusatz: 
i 0,0189 ) , 
Nach 5maligem Durchleiten: 0,0139 | Mittel 0.0164 
Nach dem Zusatz von milchsaurem Ammonium: 
0.0240 ) 
0.0284 f 
0,0426 
0.0404 


Nach 15maligem Durchleiten: Mittel 0,0262, 59,8°/o Zunahme 


25 


| Mittel 0.0415, 151,2°/5 . 


Urspriingliche Menge Harnsiiure in 1025 ccm. Blut 0,1681. 


Absolute Zunahme 0,2377. 


IV. Versuch. 


29. April 1900. Getédtet 4 Ginse. Blutmenge 950 cem. 
Dauer des Versuches 3 St. 16 Min. Gewicht der Leber 50 g. 
Bestimmung der Harnsiiure nach Salkowski-Schroéder. 


Hinzugefiigt 1 g milchsaures Ammonium. 
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Gefunden Harnsiure in 100 cem. Blut: 
Vor dem Zusatz: 
Nach dSmaligen Durchleiten: 0.0122. 
Nach dem Zusatz von milchsaurem Ammonium. 
Nach lomalgen Durchleiten O,O181 Zunahme 483° o 
I > > 0,0270 > 121.3°/o. 
Urspriingliche Menge Harnsiiure in 950 cem. Blut 0,1159. 

Absolute Zunahme 0,0987. 


V. Versuch. 

17. Mai 1901. Getodtet 5 Giinse. Blutmenge 920 cem. 
Dauer des Versuches 2 St. 17 Min. Gewicht der Leber 73 g. 
Best. der Harnsiiure nach Hopkins. Zu dem Blute wurde 1 ¢ 
milchsaures Ammonium, in 15 cem. Wasser gelost, allmiihlich 
zugesetzt. 

Gefunden Harnsiiure in 100 ccm. Blut: 
Vor dem Zusatz: 
Nach dmaligem Durchleiten: O,O151. 
Nach dem Zusatz von milchsaurem Ammonium: 
Nach 1l5maligem Durchleiten: 0,0169  Zunahme 16.8” 
25 » 0.0219 D 93,5 °%o. 

Urspriingliche Menge Harnsiiure in 920 ccm. Blut 0,1260. 
Absolute Zunahme 0,0715. 

In Bezug auf diesen Versuch miissen wir erwiihnen, dass, 
da bei der ersten Leber das Blut stark durchsickerte und alle 
Versuche, die Blutung zu stillen, erfolglos blieben, wir eine 
andere Leber nahmen. Letztere war von einer Gans, die friiher 
getodtet war, und waren zwischen ihrem Tode und der Ein- 
stellung zum Versuche 1!/2 St. verflossen. Wir glauben damit 
den geringen Zuwachs der Harnsiiure erkliren zu konnen, den 
wir bei diesem Versuche erzielt haben. 

Mit Zusatz von Arginin. 
VI. Versuch. 

14. Mai 1901. Getidtet 5 Giinse. Blutmenge 990 cem., doch 
wegen zufiilligen Verlustes wurden zum Versuch nur 770 ccm. 
genommen. Dauer des Versuches 3 St. 58 Min. Gewicht der 
Leber 81 g. Bestimmung der Harnsiiure nach Hopkins. Hinzu- 
gefiigt wurde 1,1 g salzsaures Arginin, gelOst in 15 cem. 
Wasser, welches 0,4 Na,CO, enthielt. Dem Stickstoffgehalte 
nach entspricht 1,1. g salzsaures Arginin 0,9 g Harnsiure. 

























Bildung von Harnsiiure in der Leber der Vogel. 


Gefunden Harnsiiure in 100 cem. Blut: 

Nach dmaligem Durchleiten: 0.0100 

15» » 0.0250 Zunahme 250° » 
25 > > 0.0308 > 308° 

Urspriingliche Menge Harnsiiure in 770 ccm. Blut 0,0770. 
Absolute Zunahme 0,1336. (Siehe allgemeine Tabelle S. 218). 

Der 3., 4. und 6. Versuch zeigen, dass das Hinzufiigen 
yon milchsaurem Ammonium und Arginin zum _ blute, 
welches durch eine Giinseleber geleitet wird, eine erhdéhte Zu- 
nahme der Harnsiiure nach sich zieht. Nach dem 25maligen 
Durchleiten erreichte die Zunahme 121,3 resp. 151,2. resp. 
308° 0 der urspriinglichen Menge. Dass die Zunahme aber 
nur dem milchsauren Ammonium resp. dem Arginin = zuzu- 
schreiben ist, geht aus den Kontrollversuchen hervor. Bei 
denselben wurde nichts hinzugefiigt, und entsprach die Zu- 
nahme auch nur 39,5 resp. 46,6°/o der urspriinglichen Menge 
d. h. war bedeutend geringer. Die geringe Zunahme dagegen 
dev Harnsiiture beim Versuch Nr. V_ erkliirt) sich, woraut 
schon oben hingewiesen worden ist, durch den ungliicklichen 
Zufall, wodurch der Versuch unterbrochen und dann eine 
Leber von einer anderen Gans genommen werden musste. 

Die in den Kontrollversuchen erzielte Zunahme der Harn- 
siiure kann erkliirt werden, theilweise durch die Anwesenheit 
eines Korpers resp. Kérper im blute, welche durch die Leber 
in Harnsiiure umgewandelt werden konnten, theilweise aber 
auch durch Diffusion der Harnsiiure aus den Leberzellen. 

Letztere Moglichkeit muss auch bei der Beurtheilung der 
hesultate, die wir bei unseren Versuchen erzielt haben, im Auge 
behalten werden. Nach den Untersuchungen von Schréder?) 
enthilt die Leber eines Huhnes nach 24stiindigem Hungern 
0.0110° 0, bet kohlenstoffhaltiger Nahrung 0,0075°/0, bei Fleisch- 


nahrung 0,0540°/o—O0,1400°/o und nach Gaben von Harnstoff 


0.1050° 0. Hieraus ist ersichtlich, dass in der Leber der bei 
unseren Versuchen benutzten Giinsen, welche 24 Stunden ge- 
hungert hatten, der Gehalt an vorher gebildeter Harnsiiure 
kein grosser gewesen sein kann, und dass die betriichtliche 
Zinahme in den Versuchen Ii, IV und VI unmdglich allein 
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Allgemeine Tabelle. 





Menge der Harnsiiure in 100 cem. Blut a 
Menge Methode Ur- 
ee , 7 ee spriingliche : 
Zusatz wicht aint ; ; der | © Absolute 
des Nach 15 Mal Nach 25 Mal Menge 
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2 IS a ; 4 | 
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aut der Diffusion der Harnsiiure aus den Leberzellen in das Blut 
hberuhen kann, zugegeben noch, dass beim Schluss des Versuches 
auch keine Spur von Harnsiiure in den Leberzellen vorhanden war. 

Doch ist eine solche Diffusion unmédglich, wahrscheinlicher 
aber, auf Grund eines Versuches von Schroder mit Zugabe von 
Harnstoff, das Gegentheil, dass niimlich die Leber die Eigenschaft 
hesitzt, einen Theil der neugebildeten Harnsiaure in den Zellen 
zurickzuhalten und ihn erst allmiithlich dem Blut abzugeben. 

So findet Schréder in dem eben erwiihnten Versuche 
im Blute des Huhnes nicht wigbare Mengen Harnsiiure, in der 
Leber dagegen aber 0,1050° 0.1) Diese Thatsache  beriick- 
sichtigend, k6nnen wir annehmen, dass auch bei unseren Ver- 
suchen sich mehr Harnsiiure gebildet hat, als wir bei den 
Bestimmungen im Blute gefunden haben: ein Theil konnte 
eben von der Leber festgehalten worden sein. Leider haben 
wir die entsprechenden Bestimmungen des Harnsiiuregehaltes 
der Leber nicht angestellt, sie allein hiitten entscheiden konnen, 
ob unsere Annahme eine richtige ist. 

Auf Grund unserer Resultate steht daher die Thatsache 
jetzt fest, dass die Leber direkt Antheil an der Bildung 
der Harnsaéure nimmt und zwar als Ort der Synthese 
letzterer Siiure, wobel als Material zur Synthese nicht 
nur milehsaures Ammonium resp. Ammoniumsalze 
organischer Siduren, sondern auch zusammengesetzte 
KOrper, wie z. b. Arginin, dienen kénnen. Zu den letz- 
teren kénnen wir wohl auch ohne Zweifel die Amidosiiuren 
rechnen, auf Grund der Versuche von Minkowski und Lang. 

Wie bei der Bildung von Harnstoff in der Leber der Siuge- 
thiere, so auch bei der Bildung von Harnsiiure in der Leber 
der Vogel, darf man nicht die unbedingte Anwesenheit einer 
bestimmten Vorstufe annnehmen. Die Versuche, die von einem ?) 
von uns ausgefiihrt worden sind, zeigen schon, dass die Leber 


1) Wir miissen hier bemerken, dass der Gehalt an Harnséiure im 
lute der Végel nach den Bestimmungen von Schréder ein etwas ge- 
ringerer ist als bei den unserigen. Das beruht aber darauf, dass wir 
(ie Bestimmungen erst nach dem Jdmaligen Durchleiten des Blutes durch 
ue Leber machten. 

*) Salaskin, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV, 8. 128. 1898. 
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der Hunde die Eigenschaft besitzt, die Amidosiuren in Harn- 
stoff iiberzufiihren, ebenso stellt Ascoli!) dieselbe Behauptung 
in Betreff der Harnsiiure auf. 

Wenn daher in den Versuchen von Minkowski und 
Lang die Exstirpation der Leber bei den Ginsen eine be- 
deutende Erhéhung des Ammoniakgehaltes im Harne nach sich, 
zieht, so hingt das zum = gréssten Theil von der Anhiiufung 
der Milchsiiure im Organismus in Folge der Exstirpation ab. 
Sie ruft also, sowohl bei den Végeln wie auch bei den Siiuge- 
thieren, dieselben Erscheinungen hervor. 

In der Arbeit von Salaskin und Zaleski?) fanden wir. 
dass bei den Hunden nach der Exstirpation der Leber eine 
Erhohung des Ammoniakgehaltes im Harne stattfindet, und in 
einem Falle fanden wir sogar die Milchsiiure darin. 

Wir maechten schon damals darauf aufmerksam. dass die vollige 
Exstirpation der Leber eine bedeutende Erhohung des Siuregehaltes 
im Korper nach sich zieht, wobei letztere dieselben Erscheinungen 
hervorruft wie eine kiinstliche Einfiihrung von Mineralsiiuren, d.1. 
die Erhéhung des Ammoniakgehaltes im Harne (S. 549). 

Dieser Annahme stimmt auch Lang zu, indem er gleich uns 
die Einfiihrung von Soda in den Korper operirter Giinse anwendet. 
Es gelingt ihm dadurch, den Gehalt des Harnes an Ammoniak be- 
deutend zu verringern, ohne jedoch eine Erhohung der Harn- 
siiure zu erzielen, was unmoglich wiire, wenn Ammoniak das ein- 
zige Material zum Aufbau der Harnsiure durch die Leber wiire. 

Waihrend nun die Amidosiiuren, wie wir aus den Ver- 
suchen von Knieriem?*) wissen, an normale Vogel verfiittert. 
in Form von Harnsiiure ausgeschieden werden, so werden sic 
hei entleberten Giinsen unter Bildung von Ammoniak oxydirt, 
wie uns die Versuche von Minkowski zeigen. 

Ebenso fiihrten die Versuche an Hunden zu denselben 
Resultaten. Nenceki und Schultzen‘*) geben an, dass die 
Amidosiiuren, an normale Hunde verfiittert, in Gestalt von Harn- 


1, Pfliiger’s Archiv. 1898. Bd. 72, S. 340—382. 

2) Salaskin und Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. XXIX, 
S. d17—5)d2. 1900. 

3) Zeitsehr. f. Biologie. 1877. Bd. 13, S. 5—365. 


4, Berl. Ber. 1869. 566—571. 
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-toff ausgeschieden werden, und sogar eine Dose Glycocoll 
yon 15 ¢ bei denselben keine Vergiftungserscheinung hervorruft. 

Daraufhin wurde von einem') von uns einem Hunde 
mit Eck scher Fistel, welcher keine Anzeichen einer Vergillung 
zeigte, 5¢@ Glycocoll in den Magen eingetihrt. 

Nach einer Stunde stellten sich die ersten Anzeichen einer 
Ammoniak- resp. Carbaminsiurevergittung ein, nach 31/2 Stunden 
die charakteristischen epileptischen Anfille und nach 7!/2S5tunden, 
nach einem stark tetanischen Anfall, der Tod. 

Im Blute und im Harne erwies sich der Ammoniakgehalt 
hedeutend erhdht. Glycocoll wurde aber im Harne nicht ge- 
funden, es wurde also im Organismus, unter Bildung von Am- 
moniak, oxydirt, welches das charakteristische Bild einer Am- 
moniakvergiftung hervorrief. 

So erhielt die Annahme Lang's, wonach er, auf Grund 
der Versuche Minkowski’s an Giinsen, eine ebensolche Zer- 
setzung der Amidosiiuren der Fettreihe unter Bildung von 
Ammoniak auch bei den Siiugethieren annimmt, durch die 
von dem einen von uns gemachten Beobachtungen aus dem 
Jahre 1898 seine volle Bestitigung. Schwerlich dagegen kann 
man mit Lang itibereinstimmen, dass die Amidosiiuren bei den 
entleberten Végeln nur deswegen im Harne nicht ausgeschieden 
werden, weil sie, um die vermehrte Siiure im Organismus zu 
neutralisiren, unter Bildung von Ammoniak zersetzt werden. 2) 

Bei Hunden mit Eck’scher Fistel findet keine Anhiiufung 
der Saure im Organismus statt und doch geht das Glycocoll, 
dis einem solchen Hunde eingegeben, nicht in den Harn iiber, 
sondern wird im Korper, unter Bildung von Ammoniak, zerlegt. 
Wir wollen damit aber durchaus nicht sagen, dass die Er- 
hohung des Siiuregehaltes im Organismus nicht eine verstiirkte 
bildung von Ammoniak hervorrufen kann, denn diese Thatsache 
steht unbestreitbar fest, sondern wir wollen nur anfiihren, 
dass auch ohne diese Bedingung Amidosiiuren im Organismus 
unter Bildung von Ammoniak oxydirt werden. 

In einer vor Kurzem erschienenen sorgfiiltigen Arbeit von 
Saito und Katsuyama®) befinden sich einige Angaben iiber 
1) Salaskin, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXV, S. 475. 1898. 
“) ]. ¢., S. 337. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 214—231. 1901. 
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den Gehalt an Milchsiiure im Blute normaler Hiihner. Er eyt- 
spricht 0,0245—0,0284 ¢ in 100cem. Blut. 

Dieser Umstand bewog uns, Bestimmungen des Ammoniak- 
eehaltes im Giinseblut auszuftihren. Es wurden zwei Portioney 
von dem gemischten Blute des zweiten Versuches genommer 
und zwar die erste nach dem ersten Durchleiten, die zweite 
Portion nach 25maligem Durehleiten. Der Ammoniakgehval; 
wurde nach Nencki-Zaleski bestimmt mit der Abiinderung, 
welche die Autoren in diesem Hefte der Zeitschrift ftir physic- 
logische Chemie (siehe die vorhergehende Arbeit) angeben. 
Die erste Portion betrug 57,2 gr. Ammoniak in 100 cem. Blut: 3. 

zweite 83.8 » » 100 » > 20D 


Wie ersichtlich, ist der Gehalt des Blutes an Ammoniak 
ber den Vogeln ein bedeutend hoherer als bei den Siiugethieren, 


ae 
t) IN 


Bei letzteren enthiilt z. B. das arterielle Blut des Hundes, nach 
den Untersuchungen von Nencki und Zaleski, im Mitte! 
O35 mg auf 100 cem. Blut. Aller Wahrscheinlichkeit nach 
hiingt dieser hohe Gehalt von Ammoniak im Vogelblut) yon 
dem entsprechend hohen Gehalt an Milchsiiure ab. 

Ks wiire daher von grossem Interesse, parallele Bestim- 
mungen des Ammoniaks und der Milchsiiure, einerseits bei 
normalen, andererseits bei entleberten Giinsen auszufiihren. 

Der ziemlich hohe Gehalt an Ammoniak im Blute = be- 
dingt natiirlich auch einen erhohten Gehalt desselben im Harne. 
Die Ursache des hohen Ammoniakgehalts ist wohl der hole 
Gehalt an Milchsiure im blute der Vogel, wie ihn Saito und 
Katsuyama gefunden haben und der hohe Ammoniakgelhiali 
kann durch Geben von Soda sowohl bei normalen wie ent- 
leberten Giinsen bedeutend herabgesetzt werden. Von grossem 
Interesse wiire es daher, das Ammoniak und die Milchsiiure 
im Blute soleher Végel zu bestimmen, bei welchen durch eine 
Gabe Soda der Gehalt an Ammoniak im Harne_ verringet' 
worden Ist. 

So theilt Minkowski mit, dass es ihm auf diesem Wege 
gelungen ist, den Procentgehalt des Ammoniakstickstoffes ln 
Harne normaler Giinse von 11°/o9 auf 3°/o herabzudriicken. 

Wir hoffen die oben erwihnte Frage in kurzer Zeit au- 
zukliiren. 











Ueber den Nachweis von Amidozuckern. 
I. Mittheilung. 


Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg 


Der Redaction zugegangen am 10. Juli 1901. 


Der sichere Nachweis und die Bestimmung der Kohle- 
hvdratgruppe in den EiweisskOrpern ist fiir unser Verstiindniss 
des Aufbaues der Proteide sowohl wie fiir unsere Anschauungen 
liber die physiologischen uud_ pathologischen Vorgiinge des 
Stoffwechsels von grosser Wichtigkeit. Bisher nun galt die 
Darstellung und Charakterisirung eines Osazones als voll- 
kommen sichere Grundlage, um darauf einen Riickschluss auf 
die Constitution des fraglichen Zuckers aufzubauen, seitdem 
aber durch die Arbeiten von Fr. Miller, Zanetti, See- 
mann, Schulz und Ditthorn das Vorkommen von Amido- 
verbindungen der Zucker in Albuminoiden festgestellt ist, kann 
dieser Bewels nicht mehr als zwingend angesehen werden, da 
ja auch Amidozucker dieselben Osazone liefern wie reine 
Zucker. So gibt bekanntlich das Glucosamin dasselbe Osazon 
wie der Traubenzucker. Man hat sich deshalb bemiiht, zum 
exacten Nachweis der Amidoverbindungen der Zucker diese 
rein darzustellen, aber der Weg ist ein miihsamer und mit 
grossen Verlusten verbunden. Alle diese Schwierigkeiten 
lassen sich nun vermeiden, wenn man sich zur Ausfiillung 
der fraglichen Substanzen des Phenylisocyanats bedient. Dieser 
Korper, zuerst von Paal?) benutzt, um aus a-Aminosiiuren Phenyl- 
ureidosdiuren darzustellen, verbindet sich in alkalischer Losung 
mit Glucosamin zu einem in Wasser sehr schwer loslichen 


Produkt, das beim Umlésen aus verdiinnter Essigsiiure in Form 





1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. Bd. 27, 974. 
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Steudel. Ueber den Nachweis von Amidozuckern. 



























eines schweren Krvstallpulvers wieder erscheint. Die Substanz 
hat einen scharfen Schmelzpunkt, der zur Charakterisirung 
derselben gut verwendbar ist. : 
Ks wurden 2,25 g Glucosaminchlorhydrat (aus Hummer- | 
schalen) in 380 ecm. H,O und 10 ccm. Normalkalilauge gelis 
und tropfenweise unter starkem Schiitteln und jedesmaliger 
Kithlung 1,19 g Phenylisocyanat hinzugeftigt. Die Fltissigkei! 
erstarrte nach eimniger Zeit zu einem voluminésen dicken Brei. 
der abgesaugt und in heisser verdiinnter Essigsiiure  gelost 
wurde. Beim Erkalten fiel ein schweres Pulver in Form grosser 
rhombischer Krystalle aus, die noch einmal aus Wasser um- 
krystallisirt und bei 110° getrocknet wurden. Die Analyse 
lieferte Zahlen, die fiir einen Korper von der Zusammensetzung 
C,,H,,N.O; stimmen. 


0.1390 g gaben 12,2 ccm. N bei t = 21° und p = 75,2. 
O1424 g > 0.2903 ¢ CO, und 0,0747 g H,O. 
O1484 ¢ gaben 03017 g CO, und 0.0780 g H,O = 55,46 ° 0 C und 5,88 ° » H,0. 
0,1350¢ » 12 ccm. N bei t = 23° und p = 75,5 = 10,04 N. 
Berechnet fiir C,,H,,N,O;: Gefunden: 
C = 55.67 °/o C = 65,61%, 55,46 %/o 
H = 5,76°%/o H= 567° , 5,88 °/o 
N = 10,02 °/o N = 10,03 °%o, 10,04 °/o. 


Die Substanz fiingt bei 200° an sich zu briiunen und 
schmilzt glatt ber 210°. 

Auch das Isoglucosamin liefert einen iihnlichen Korper, 
und ich zweifle nicht, dass sich auch die tibrigen Amidozucker 
ohne Schwierigkeit nach obiger Methode werden isoliren lassen. 
Die Resultate meiner Untersuchungen hiertiber werde ich in 
niichster Zeit mittheilen. 






























Ein hydrolytisches Derivat des Globulins Edestin und sein Ver- 
haltniss zu Weyl’s Albuminat und zur Histongruppe. 
Von 
Thomas B. Osborne. 


(Aus dem Laboratorium der Connecticut Agricultural Experiment Station, 
New Haven, Conn. U.S. A.) 


Der Redaction zugegangen am 10. Mai 1901.) 


Ks ist wohl bekannt, dass die Globuline sich gewoOhnlich , 
nicht wieder vollstiindig in LOsungen eines neutralen Salzes 
wuflosen, nachdem sie aus einer Salzlésung durch Verdiinnung 
oder Dialyse gefallt sind. 

Weyl?) gibt an, dass nach langer Beriihrung mit Wasser 
die Globuline nach und nach in neutraler Kochsalzlosung jeder 
Concentration unloslich werden, und bezeichnet die so gebildete 
Substanz als «Albuminat». Neuerdings weist Starke?) auf die 
Wirksamkeit des Wassers auf Globulin hin und gibt an, dass das 
gefillte Globulin, wenn es ein paarmal mit Wasser gewaschen 
ist, immer beinah oder ganz unlodslich in Salzlosungen wird, 
withrend Globulin, welches durch Siittigung seiner Loésung 
mit Neutralsalzen gefillt ist, Monate lang in der gesattigten 
Salzldsung gehalten werden kann, ohne seine Loslichkeit zu 
verlieren. 

In Gegenwart von ein klein wenig Siiure scheint dieser 
Lebergang aus dem ldslichen in den unldslichen Zustand 
<chineller stattzufinden. So wird ein Globulin, welches durch 
Kohlensiiure aus einer Salzlésung gefillt ist, sehr bald in 
neutraler Kochsalzlésung ganz unldslich. Myosin geht schnell 

1) Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd. I, S. 72. 1877. 

*) Zeitschrift f. Biologie N. F., Bd. 22, S. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 































276 Thomas B. Osborne. 


durch die Siiure, welche sich in der Muskelsubstanz nach dem 
Tode entwickelt, in die unlésliche Form tber, und Legumin, 
aus Leguminosensamen extrahirt, wird bald in eine in Salz- 
lOsungen unldsliche Modification verwandelt, wenn die Siiure 
nicht wiihrend der Bereitung des Extracts neutralisirt wird. 

Die folgende Untersuchung macht es wahrscheinlich, dass 
der Uebergang aus einer léslichen in die unlosliche Fort, 
wenigstens beim Edestin durch die hydrolytische Wirkung der 
Wasserstoff-lonen herbeigefiihrt wird, und dass diese Veriinde- 
rung in dem Proteinmolekiil der erste Schritt in’ einer 
Reihe von Veriinderungen ist, die zu der Bildung von «Acid- 
albumin» fuhrt. 

Bei Edestin und anderen Proteinen des Endosperms gehi! 
die Umwandlung der léslichen in die unlésliche Form weniger 
schnell vor sich, als in Proteinen aus physiologisch thiitigen 
thierischen Geweben. 

Es hat sich auch herausgestellt, dass die Proteine des 
Weizenembryos, der auch lebhafter physiologischer Thatigkei! 
fiihig ist, viel mehr dazu neigen, in der angegebenen Weise 
unloslich zu werden, als die des Endosperms des Weizens und 
anderer Getreidearten. ') 

Da dieses Derivat des Edestins eine gut definirte Sub- 
stanz ist, so schlage ich vor, sie Edestan zu nennen, tnd 
wenn, wie es wahrscheinlich ist, die anderen Proteinkorpe! 
iihnliche Derivate ergeben, so kénnen diese ebenso benannt 
werden, indem man die Endung in, die gewohnlich der Pro- 
teinsubstanz zukommt, in an verwandelt. Die Gruppe der 
Substanzen, die zu dieser Klasse gehéren, kOnnen Proteane 
genannt werden, entsprechend dem Gebrauch, die weiter ver- 
iinderten und basischen hydrolytischen Proteinderivate als 
«Proteosen» zu bezeichnen, und die einzelnen Repriisentanten 
als «Albumose», «Caseose» u. Ss. Ww. 

Es ist wichtig, dass man unterscheidet zwischen diesen 
Proteanen und Produkten, welche aus einer tieferen Veriinde- 
rung in dem Proteinmolekiil herrithren, die durch die Ein- 


1) Cfr. Martin, Journ. of Physiology, Vol. VIL. 1837. 
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wirkung stirkerer Saéuren und Alkalien verursacht ist, und 
welche jetzt unter dem Namen «Acidalbumin» und «Alkali- 
albuminat» bekannt sind. 


a) Einwirkung des Wassers auf Edestin. 


{eines Wasser hat wenig Einwirkung auf reines Edestin 
hei Zimmertemperatur, da es nur wenig ionisirt ist. Wenn 
jedoch Kohlenséure vorhanden ist, so wird Edestan in be- 
deutend grésserer Menge gebildet. 

Grammportionen von reinem und ganz neutralem Edestin 
wurden in 20 ccm. Wasser gelést, oft umgeschiittelt und be- 
stimmte Zeit verschiedenen Temperaturen ausgesetzt. Ein 
sleiches Volumen von 20°/oiger Kochsalzlésung wurde dann 
zu jeder Portion zugefiigt, wodurch das unveriinderte Edestin 
sogleich aufgelést und die Bildung von Edestan sistirt wurde. 
Das Edestan konnte sich tiber Nacht zu Boden setzen und 
wurde dann leicht auf einem Filter gesammelt und griindlich 
mit 10°/siger Kochsalzlésung gewaschen, bis die Waschwiisser 
keine Spur von Xanthoproteinreaction mehr zeigten. Der Stick- 
stolf wurde in dem Niederschlag sammt dem Filter bestimmt 
und die Menge Edestan berechnet, indem man die Stickstoff- 
zahl mit 5,4 multiplicirte, weil, wie wir spiiter sehen werden, 
Edestan 18,5°/o Stickstoff enthiilt. Die gewonnenen Resultate 
waren die folgenden: 


Tabelle I. 


Procentgehalt des durch Beriihrung mit Wasser gebildeten 
Kdestans. Mit Kochsalzlisung behandelt nach 6 Stunden. 
Kinwirkung von: 


10° viges Wasser Reines Reines Reines 
NaC] und CO, Wasser Wasser Wasser 
Lisung bei 20° bei 20° bei 20° bei 30° bei 50 
2.16 6,75 4,32 7,11 29,00. 


Die Portion, die sofort mit Kochsalzlésung behandelt 
worden war, blieb gerade so lange wie die anderen vor dem 
Filtriren stehen. 


15* 
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Die 2,16°/o betragende unlésliche Substanz, die in diesem 
Theil gefunden war, bestand aus einem geringen Riickstand, 
der schon von vornherein unlodslich in Salzlésung war, und 
aus dem wenigen Edestan, das durch die Behandlung mit der 
Salzlosung gebildet wurde. 

Die Zahlen zeigen, dass auch bei 20° eine bedeutende 
Menge Edestan durch Wasser gebildet wird, und dass die 
Quantitaét entschieden grdsser ist, wenn das Wasser Kohlen- 
siiture enthilt. Bei 50° wurde ungefahr 4 mal soviel Edestan 
gebildet als bei 30°, und beinahe 8 mal soviel als bei 20°, 
was gut mit der Thatsache stimmt, dass die Geschwindigkeil 
einer solchen Reaction ungefihr verdoppelt wird durch jede 
Zunahme der Temperatur um 10°. 


b) Wirkung von Sauren auf Edestin. 


Edestin verbindet sich mit geringen, aber feststehenden 
Mengen Siéiuren zu Salzen, in welchen das Edestinmolekiil un- 
veriindert ist. Bei Gegenwart eines Ueberschusses von Siiure, 
der die zur Salzbildung néthige Menge tbersteigt, wird das 
Edestin durch die freien Wasserstoff-lonen in Edestan  ver- 
wandelt, wie die folgenden Versuche beweisen. 

1 g reines Edestin wurde in soviel Wasser suspendirt, 
dass es mit der zugefiigten Siiure ein Volumen von 20 ccm. 
ergab, und zu diesen verschiedenen Portionen wurde die in 
der folgenden Tabelle angegebene Menge n/10o Siiure = zu- 
gesetzt. Nachdem sie in der angegebenen Zeit Ofter ge- 
schiittelt worden, wurde die Saure neutralisirt, durch eine 
iiquivalente Menge ni1o Kalilauge neutralisirt und die Menge 
des Edestans, das sich gebildet hatte, wie bei den vorher- 
gehenden Versuchen mit Wasser bestimmt. 


1) Ueber die Eigenschaften des Edestins und seine Beziehungen zu 
Sduren und Alkalien gibt die folgende Abhandlung Aufschluss; dort folgen 
im Detail die Beweise, auf denen die Behauptungen dieses Artikels in 
Bezug auf Edestin und seine Componenten beruhen. Siehe auch Osborne, 
Qn Some Definite Compounds of Protein Bodies. Journal Amer. Cher. 
Soc. XXI, 486. 
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Tabelle Il. 


Procentische Menge des durch Siiuren bei 20° 
sebildeten Edestans. 
9 ccm. n/1oo HCl 14 ccm. noo HCl 
4 Stunden 20. Stunden 3 Stunden 20 Stunden 
9.01 12.15 29,80 33,55 


18 ccm. nj1oo HNO, 19 ccm. nj100 HNO, 20 ccm. n 100 HNO, 


24 Stunden 24 Stunden 24 Stunden 
68,38 75,20 79,02, 

Diese Zahlen, verglichen mit denen der ersten Tabelle, 
zeigen, dass das Edestin bei der Einwirkung der Siiure viel 
mehr Edestan ergab als beim Wasser, und ebenso, dass der 
Procentsatz des gebildeten Edestans sich mit der Menge der 
Siiure vergrosserte. 

1 g lufttrockenes Edestan (entsprechend 0,9300 g wasser- 
freies Edestin) kann sich mit 13 eem. n/100 Siiure verbinden, 
<a dass in der Portion, die 9 ccm. Siéure enthielt, nur die 
Menge Séure in freiem Zustand vorhanden war, die durch die 
hydrolytische Dissociation der gebildeten Verbindung hervor- 
eebracht war, wiihrend die Portion mit 14 ccm. Siiure daneben 
noch eine kleine Menge freier Siiure enthielt, deren Wirkung 
die viel bedeutendere Edestanbildung bewirkt. 

Dass in beiden Fallen in 20 Stunden nur wenig mehr 
Edestan gebildet wurde, als in 3 Stunden, wird durch die 
Thatsache erkliart, dass Edestan sich mit einer grésseren Menge 
Siiure verbindet, als Edestin, und dass folglich, sowie die Pro- 
portion des Edestans zunimmt, die Menge der freien Siure 
abnimmt. Mit 20 cem. Siiure ist das Maximum der Ver- 
bindungsfihigkeit des Edestans vermuthlich erreicht, so dass 
viihrend 20 Stunden bei 20 ccm. Salpeterséure 79°/o des 
Edestins in Edestan verwandelt wurde. 

Aus den Salzen des Edestins, aus welchen die krystal- 
linischen Priiparate bestehen, die nach den gew6dhnlichen 
Methoden hergestellt sind, kann Edestan dargestellt werden, 
gerade wie aus reinem und neutralem Edestin, das in den vorher- 
gehenden Versuchen gebraucht wurde. 



























Thomas B. Osborne. 


Ein aus Edestin Mono- und -Dichlorid, besonders letzterem. 
bestehendes Priiparat, welches schon 6,32°/o Edestan enthielt, 
das wiihrend der Darstellung gebildet war, wurde in Wasser 
suspendirt und durch Zusatz von 3,0 ecm. n/100 Salzsiure ge- 
list. Die zugesetzte Siiure sowohl als die urspriinglich mit 
dem Edestin verbundene wurde sogleich neutralisirt, ein gleiches 
Volumen 20°/oiger Kochsalzl6sung zugefiigt, welches das un- 
veriinderte Edestin aufléste, und das Edestan wie oben }e- 
stimmt. Nach Abzug des im Priparat priiformirten zeigte es 
sich, dass wiihrend der sehr kurzen Einwirkung der Siiure 
3,49 %o Edestan gebildet worden war. 

In einem ihnlichen Versuch mit 3 ccm. Siéure, die 
20 Stunden vor der Neutralisation auf das Priparat einwirkte, 
wurden 29,5°') Edestan gebildet. 

sei Anwendung von 10 ccm. Séure wurde 13,32 °/o Edestan 
sofort gebildet und 70,46 °/o nach 2Ostiindiger Einwirkung. 

Dass die Menge Edestan, die sich in einer gegebenen 
Zeit bildet, von dem Grad der Jonisirung der Siéure abhingt, 
wurde bewiesen, indem Grammportionen neutrales Edestin in 
6 com. Wasser und 14 cem. n/100 Salzsaéure suspendirt und 
nach ungefihr stiindigem Schiitteln bei 20° die gebildete Menge 
Edestan bestimmt wurde. 


Tabelle III. 


Procentische Mengen Edestan, die sich durch 
gleiche Quantititen verschiedener Saéuren unter den 
gleichen Bedingungen gebildet hatten. 

HC] H,PO, H,C,0, 
19,29 16,02 5,65. 

Die Lésung der bei diesem Versuch gebrauchten Phosphor- 
siiure enthielt 0,98 g H,PO, in einem Liter, in der Annahme, 
dass diese Siiure sich gegen Edestin wie eine einbasische Siaure 
verhilt. Die viel geringere Menge Edestan, die durch Essig- 
siiure gebildet wird, verglichen mit der durch Salzsiure 
entstehenden, stimmt mit der geringeren lonisirung der- 
selben tiberein. 
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c) Zusammensetzung des Edestans. 


10 g eines Priiparats krystallisirtes Edestinchlorid wurden 
in Wasser gelést, in eine Flasche mit GlasstOpsel gebracht 
und 30 cem. n/10 Salzsiiure nach und nach zugefiigt. Nach- 
dem die entstandene klare Lésung ungefiihr 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte, wurde sie durch 38 ccm. 
nio Kalilauge gegen Phenolphthalein neutralisirt; die 8 ccm. 
(eberschuss tiber die 30 ccm. der zugefiigten Siiure waren 
nothig, um die Séure zu neutralisiren, die urspriinglich mit 
dem Edestinpriiparat verbunden ist. 

Der flockige Niederschlag, der sich bei der Neutralisirung 
bildete, wurde mit 10°/oiger Kochsalzlésung, dann mit Wasser, 
his zur Entfernung der Chloride, und schliesslich mit absolutem 
Alkohol griindlich ausgewaschen. Ueber Schwefelsiiure ge- 
trocknet, bildete dieses Produkt Priiparat 1, welches 6,82 g wog. 

Dieser Versuch wurde mit einem anderen Priiparat von 
Edestinchlorid wiederholt. Die saure L6sung wurde iiber Nacht 
bei einer Temperatur unter 10° stehen gelassen und dann 50 cem. 
nio Kalilauge zugefiigt. Obwohl dieser Ueberschuss von Alkali 
mehr als hingereicht hatte, die ganze Menge Substanz aufzu- 
lisen, die durch die Neutralisation niedergeschlagen war, wenn 
diese unverindertes Edestin gewesen wiire, so wurde doch 
<ehr wenig Proteinsubstanz dadurch gelést. Der Niederschlag 
wurde abfiltrirt, mit Wasser gewaschen, mit absolutem Alkohol 
entwiissert und als 8 g bestimmt, nachdem er tiber Schwefel- 
<iure getrocknet worden war. Dies bildet Priiparat 2. 

Edestinchlorid, welches das im Wasser lésliche Dichlorid 
enthalt, gibt wisserige Loésungen, aus welchen die Protein- 
<ubstanz durch etwas Kochsalz gefallt wird. Der so gebildete 
Niederschlag ist niemals wieder ganz léslich in_ stiirkeren 
Losungen von Kochsalz, da ein Theil in das sogenannte 

Albuminat» von Weyl verwandelt ist. Um die Beziehungen 
dieser Substanz zu derjenigen festzustellen, welche durch die 
Kinwirkung von Siiuren auf Edestin unter bekannten Be- 
(ingungen entsteht, wurde eine Quantitiit Edestin, die durch 
Abkiihlung eines warmen verdiinnten Kochsalzextractes von 
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Hanfsamenmehl als krystallinischer Niederschlag erhalten worden 
war, durch Decantiren mit Wasser ausgewaschen, bis das 
Kochsalz meist entfernt war und das Edestinchlorid angefangey 
hatte, sich aufzulésen. Als das Meiste sich geliést hatte, wurde 
soviel Kochsalz zu der klaren wisserigen Loésung in Substanz 


zugesetzt, dass es eine 8°/oige LOsung gab. Das zuerst durch, 
die partielle Losung des Salzes niedergeschlagene Edestin 
wurde meistens wieder aufgelést in der stirkeren LOsung, dic 
sich bildete, als alles Salz in Lésung gegangen war. Der 
Theil, welcher sich nicht loste, wurde abfiltrirt und griindlich 
mit Salzl6sung gewaschen, bis alles Globulin entfernt worden 
war, und dann mit Wasser gewaschen. Als das Salz weg- 
gewaschen war, wurde der Riickstand gelatinds und loste sich 
etwas, so dass er nicht mehr auf dem Filter gewaschen werden 
konnte. Er wurde deshalb im Wasser suspendirt und gegen 
Phenolphthalein durch verdiinnte Kalilauge genau neutral ge- 
macht. Diese verwandelte es in einen flockigen Niederschlag, 
welcher abfiltrirt und gewaschen wurde. In diesem Zustand 
glich es in jeder Hinsicht dem Edestan, das durch Neutrali- 
sirung der oben beschriebenen salzsauren LoOsungen erhalten 
worden war. Nachdem es griindlich mit Wasser gewaschen 
und mit absolutem Alkohol entwiissert worden war, wurde 
dies Priiparat Nr. 3 bei 110° getrocknet und analysirt, mit 
dem unten folgenden Resultat. Die Priiparate 1 und 2 wurden 
auch bei 110° getrocknet und analysirt. 


Procentische Zusammensetzung des Edestans: 


] 2 2 Edestin 
(; D148 D191 51.69 DL.5O 
H 6.91 6.96 6.98 7.04 
N 18.51 18.49 18.49 18.69 
5 1,00) 0,99 0,92 0.88 
Q 22.10 21.65 21,92 21.89 


100,00 100,00 100.00 100,00 

Asche OAD 0.06 0.14 ve 
Zwischen diesen Analysen und denen des Edestins exist! 
keine Differenz, die hinreicht, eine Veriinderung in der Zu- 
sammensetzung zu finden, die durch die Verwandlung 11 
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idestan verursacht sein kénnte. Ein genauer Vergleich der 
Reactionen von 1 und 2 mit denen von 3 zeigte, dass diese 
eine und dieselbe Substanz waren. 


d) Reactionen des Edestans. 


Das nach obiger Beschreibung hergestellte Edestan ist ein 
yolumindses, staubfeines, weisses Pulver, welches mit Wasser 
etwas aufquilll und mit sehr verdiinnter Chlorwasserstoffsiiure 
eine farblose, durchsichtige, gelatindse Masse bildet. Ob von 
dem trockenen Pulver in dieser iiusserst verdiinnten Siiure 
eine wirkliche Losung gebildet wird, konnte nicht festgestellt 
werden, da die opalescirende Fliissigkeit, die entstand, nicht 
klar filtrirt werden konnte. 

Trockenes neutrales Edestan ist selbst in starkem Am- 
moniak kaum léslich, aber die gelatindse Masse, die durch 
Behandlung der Substanz mit sehr verdiinnter Chlorwasserstoft- 
siiure entsteht, ist etwas mehr léslich, obgleich in jedem Fall 
die durch Ammoniak geldste Menge sehr gering ist. Die 
Losung in Ammoniak gibt einen Niederschlag mit Ammonium- 
chlorid, folglich bildet sich ein Niederschlag beim Zusatz von 
Chlorwasserstoffsiure zu der ammoniakalischen Lésung, sogar 
wenn noch viel iiberschiissiges Ammoniak da ist. Die am- 
moniakalische Losung wird nicht durch Kochsalz  nieder- 
ceschlagen. Man kann eine starke Lo6sung von Edestan dar- 
stellen, welche jedoch wahrscheinlich ein wenig unveriindertes 
Kdestin enthilt, indem man Edestin in n/100 Chlorwasserstoft- 
siiure lost im Verhiiltniss von 30 ccm. auf jedes Gramm und 
die Losung wenigstens 24 Stunden stehen liisst. Ein Drittel 
der Siure kann dann neutralisirt werden, indem man die 
nothige Menge sehr verdiinnter Kalilauge zusetzt. Dabei ent- 
steht eine opalescirende, unbestiindige, tibersiittigte Losung, 
welche beinahe klar filtrirt werden kann und, geniigend ver- 
diinnt, mehrere Stunden lang keinen Niederschlag gibt. Solch 
cine Losung vom Edestanchlorid gibt mit 10°/o Ammoniak einen 
Niederschlag, welcher in einem bedeutenden Ueberschuss leicht 
loslich ist. Die entstandene Lisung kann durch Ammoniaksalz 
hiedergeschlagen werden. Durch Normal-AmmoniaklOsung 
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wird diese Substanz niedergeschlagen, aber nicht wieder gelist, 
auch nicht durch einen grossen Ueberschuss dieser Ammoniak- 
losung. 

Die Lésung von Edestanchlorid gibt eine Fillung mit 
sehr wenig Ammoniak oder Kochsalz. Der letztere Nieder- 
schlag wird leicht, der erstere schwerer durch einen Ueber- 
schuss von Ammoniak gelost. 

Mit Salpetersiiure gibt Edestan einen Niederschlag, der 
sich beim Erwiirmen v6llig auflést und beim Abkiihlen wieder 
ausfallt. 

Mit phosphorwolframsaurem Kali, phosphormolybdansaurem 
Natron und mit pikrinsaurem Natron  bildet Edestanchlorid 
schleimige Niederschliige. 

Mit Eieralbumin gibt diese Edestanlosung einen reichlichen 
Niedersehlag. 

Quecksilberchlorid gibt keinen Niederschlag mit dieser 
Edestanlésung, weder in verdiinntem noch in ziemlich con- 
centrirtem Zustand, ausser wenn eine betriichtliche Menge 
dieses Reagens zugesetzt ist. 

Sehr verdiinnte Chlorwasserstoffsiiure schligt Edestan nicht 
nieder, aber starke Siiure gibt einen Niederschlag, welcher sich 
in einem gentigenden Ueberschuss von concentrirter Siure |0st. 


e) Die Menge Siiure, mit welcher Edestan sich 
verbindet. 

Edestan kommt in Edestinchloridpraparaten in Verbindung 
mit Siiuren vor. Die Menge Siiure, mit welcher diese Substanz 
eine in Wasser schwer lésliche Verbindung eingeht, scheint 
eine feststehende zu sein, wie die folgenden Versuche beweisen. 

Ein Quantum Edestinchlorid wurde soweit als mdglich in 
LO°/oiger Salzlésung aufgelést, das unldsliche Edestan setzte 
sich ab. Dies wurde zunichst griindlich mit Salzlésung bis 
zur volligen Entfernung des Edestins und dann mit Wasser 
ausgewaschen; in letzterem léste sich eine sehr geringe Menge, 
wiihrend der Rest eine gelatindse Masse bildete. Diese wurde 
in Wasser suspendirt und dialysirt, bis das Kochsalz entfernt 
war. Der Dialysator enthielt dann eine opalescirende Fliissiz- 
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keit und einen voluminoésen Niederschlag. 25 cem. dieser Fliissig- 
keit wurden durch Zusatz von 2,5 ccm. einer n/100 Kalilauge 
segen Phenolphtalein neutralisirt und enthielt sodann nach dem 
Verdampfen und Trocknen des Riickstandes bei 110° 0,1165 ¢g 
Substanz. Dieselbe Quantitiét wurde dem Boden des Dialysators 
entnommen, welcher viel von der ungelésten Substanz ent- 
hielt. Sie brauchte zur Neutralisation 11 ccm. Alkali und ent- 
hielt 0,4710 g Substanz. Diese Zahlen entsprechen einer Aciditiit 
von 21,5 und 23,4 ccm. einer n/1oo Lésung per 1 g Edestan. 
Eine Wiederholung dieses Versuchs gab im Wesentlichen das- 
<elbe Resultat. 

Ein Quantum der unldslichen Substanz, welche zuriick- 
blieb, nachdem ein anderes Priaparat von Edestinchlorid mit 
10°/oiger Kochsalzlosung behandelt worden war, wurde griind- 
lich mit einer Salzlésung, einmal mit Wasser und _ schliesslich 
mit verdiinntem Alkohol gewaschen, bis alles Salz entfernt 
war. Eine Portion der noch feuchten Substanz wurde in 
Wasser suspendirt, durch Filtriren durch feines Colirtuch fein 
verteilt und dann wurde 4,0 ccm. n/1o Kalilauge zugefiigt. 
was die zur Neutralisation gegen Phenolphthalein nothige Menge 
betrachtlich tiberschritt. Nach liingerem Schiitteln wurde der 
Ceberschuss an Alkali durch 2,1 ccm. n/1o Chlorwasserstoff- 
siiure neutralisirt, was beweist, dass 1,9 ccm. des Alkali 
durch die mit der Substanz verbundene Siiure neutralisirt 
worden war. Durch Verdampfen und Trocknen des Riick- 
stands bei 110° wurde festgestellt, dass 0,9430 g Edestan in 
der Mischung vorhanden war, woraus sich ergibt, dass seine 
urspriingliche Aciditét gleich 20,1 cem. einer n/100 Lésung per 
Gramm war. 

Kin anderer Theil dieser Substanz wurde in Wasser 
fein’ vertheilt, aufgeschwemmt, durch Zusatz von 2,0 ccm. 
10 Chlorwasserstoffsiure in Lésung gebracht und einige Zeit 
veschiittelt. Die Lésung wurde dann gegen Phenolphthalein 
neutral gemacht; hierzu waren 3,0 cem. n/10 Kalilauge nothig. 
Ver Gehalt an Protein betrug 0,5039 g, woraus hervorgeht, dass 
ire urspriingliche Aciditét gleich 20,0 cem. einer n/100 Lésung 
ber Gramm war. 
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Dieser Siiuregehalt ist dreimal so gross wie der des 
Kdestinmonochlorids, und 1!/zmal so gross wie der des 
Dichlorids, sodass, wenn Edestan aus Edestin ohne bemerkbare 
Verinderung im Molekulargewicht entsteht, diese Substanz in 
Edestinchloridpriaparaten als ein Trichlorid vorkommt, wobe; 
das Molekulargewicht des Edestins auf ungefiahr 14500. ge- 
schitzt wird. 

Bang!) hat kiirzlich die Reactionen der Histone eine: 
erneuten Priifung unterzogen und fasst die Ergebnisse aller 
bisherigen Untersuchungen folgendermassen zusammen: 

Aus neutralen Losungen werden die Histone durch vor- 
sichtigen Zusatz von Ammoniak gefiillt, der Niederschlag wird 
bei Gegenwart eines Ammoniumsalzes sehr bald unloslich in 
Ammoniakiiberschuss. Sie geben einen Niederschlag mit Salpeter- 
siiure, welcher sich beim Erwiirmen auflést und beim Abkiihlen 
wieder erscheint. Sie werden aus neutraler LOsung durch Hitze 
gefiillt, wenn diese Losungen Kochsalz enthalten, aber nicht. 
wenn sie salzarm sind. Neutrale LOsungen der Histone werden 
durch Alkaloidreagentien niedergeschlagen und ebenso durch 
Losungen von Ovalbumin und anderen Proteinen. In diese 
Gruppe rechnet Bang das Histon des Giinsebluts, das Thymus- 
histon, das Scombron und das Globin. 

Ich habe gezeigt, dass Edestan alle diese Reactionen be- 
sitzt, mit Ausnahme der Fiillung seiner Lésungen durch Hitze 
bei Gegenwart von miissigen Mengen neutraler Salze. Diez 
Reaction konnte beim Edestan nicht erzielt werden, weil e- 
in Wasser unloslich ist und die wiisserige Lésung seines Chloris 
mit wenig Salz einen Niederschlag gibt, der in stirkeren Salz- 
lO6sungen unlodslich ist. 

Der wichtigste Unterschied zwischen den Histonen und 
Kdestan ist, dass die ersteren in neutralem Zustand in Wasse! 
loslich zu sein scheinen, wiihrend neutrales Edestan in Wasser 
unldslich ist. Die Reactionen, die ich angefiihrt habe, gehen 
in wiisserigen Lisungen seines Chlorids vor sich. Die mit 
dem Edestan verbundene Siiure war aber nur in so geringet 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII. S. 463. 
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Menge vorhanden, dass sie nur in sehr concentrirten Lésungen 
durch Anwendung von sehr empfindlichem Lackmuspapier 
entdeckt werden konnte, sodass sie leicht iibersehen wird. 
Bang gibt keinen Beweis, dass die von ihm untersuchten 
Lisungen nicht eine entsprechende Menge Siure  enthalten 
hatten, und es ist wahrscheinlich, dass manche derselben 
<ie wirklich enthielten, weil die Substanzen durch verdiinnte 
Chlorwasserstoffsiiure extrahirt und die Lésungen neutral ge- 
macht wurden, wahrscheinlich gegen Lackmus, da dieser Indi- 
cator in den physiologischen Laboratorien gewohnlich fiir diesen 
Zweck am meisten gebréuchlich ist. 

Es ist nicht wahrscheinlich, dass eine nahe Beziehung 
existirt zwischen den Histonen und dem Edestan, abgesehen 
yon dem auch als ein Histon aufgefassten Globin, welches dem 
Edestan niher verwandt scheint, als den Histonen. Denn Globin 
ist eine wahre Proteinsubstanz, aus Hiimoglobin durch Ein- 
wirkung von Siiuren hervorgegangen, unter Bedingungen, die 
den zur Bildung von Edestan fiihrenden ahnlich sind. Es 
<cheint, dass Thymushiston und Scombron mit Edestan und 
Globin wenig gemeinsam haben, da nach Bang die beiden 
ersten bei der Pepsinverdauung wenig oder gar keine Pro- 
teose ergeben, wiihrend Edestan reichliche Menge ergibt und 
(lobin ohne Zweifel dasselbe thut. 

Aus den bisher bekannten Thatsachen geht sicher hervor, 
dass wir zwei verschiedene Klassen von Korpern haben, die 
ziemlich genau den Reactionen entsprechen, die in der Arbeit 
von Bang als charakteristisch fiir Histon aufgeziihlt werden. 
Es ist wichtig, diese Thatsache anzuerkennen, da sonst eine 
vrosse Verwirrung entstehen wiirde, wenn diese beiden Klassen 
nicht von einander unterschieden wiirden, und wenn Protein- 
derivate, die ihre Entstehung der Einwirkung von Siauren ver- 
danken, als wirkliche Bestandtheile der Gewebe aufgefasst 
werden, 


Zusammenfassung. 


Durch die Einwirkung des Wassers oder sehr verdiinnter 
Saure wird das Edestin, ein Korper globulinartiger Natur, in 
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eine Substanz verwandelt, die in Salzlésungen von miissiger 
Concentration unloslich ist. 

Dieses Derivat des Edestins entsteht durch Hydrolyse. 
wobei die entstehende Menge der Zeit und der Concentration 
der Wasserstoff-Ionen in der Lésung proportional ist. In reinem 
Wasser bildet sich weniger in einer gegebenen Zeit als_ in 
Wasser, das Kohlensiéure enthiilt. Es bildet sich mehr durch 
eine bestimmte Menge Chlorwasserstoffsiéiure als bei einer ent- 
sprechenden Menge Phosphorsiiure, und durch jede_ diescr 
Siuren bildet sich mehr als unter der Einwirkung der iiqui- 
valenten Menge Essigsiiure. 

Diese Substanz ist dieselbe, die von Weyl als «Albuminat 
bezeichnet wird; sie entsteht in grésserer oder geringerer 
Menge in den nach der gewodhnlichen Methode dargestellten 
krystallisirten Edestinpriiparaten und ist ohne Zweifel das 
erste Produkt der hydrolytischen Umwandlung, die zu der 
Bildung des sogenannten Acidalbumins fiihrt. 

Ks ist wahrscheinlich, dass die in Salzlésung unldslichen 
Produkte, die aus anderen Globulinen entstehen, durch einen 
analogen Process entstehen, und dass diese eine besondere 
Klasse hydrolytischer Derivate der urspriinglichen Protein- 
molekiile bilden. 

Fiir dieses Derivat des Edestins wird der Name Edestan 
vorgeschlagen. 

Die EKlementarzusammensetzung des Edestans ist dieselbe, 
wie die des Edestins, aus welchem es entsteht, soweit man 
dies durch die Analyse feststellen kann. 

Kdestan bildet mit Chlorwasserstoffsiiure Salze, welche 
gegen Phenolphthalein, entsprechend der vollen Aciditiit der mi 
Kdestan verbundenen Siiuremenge, sauer reagiren. Ein Salz, 
welches eine Aciditiit von 20 ccm. einer n/100 Lo6sung per Gramm 
besitzt, ist sehr wenig lislich in Wasser. Dieses Salz_ bilde' 
das sogenannte Albuminat, das man in Edestinpraparaten 
vortindet. Wenn Edestan ein Molekulargewicht hat, welches dem 
des Edestins iihnlich ist, also etwa 14.500, so wiirde diese Aciditii! 
der eines Trichlorids entsprechen, da es gerade 3mal das de- 
Kdestin Monochlorids und 1!/2mal das des Dichlorids ist. 
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Edestan ist in Wasser unldslich, in Kalilauge viel weniger 
ljslich als Edestin und unloéslich in Ammoniakwasser, wenn 
nicht die LOsung der letzteren verhiiltnissmiissig sehr stark ist. 

Die wasserige Lisung des Edestanchlorids reagirt sauer 
auf Lackmus, wenn sie concentrirt ist. 

Sie wird durch Neutralisation gefillt, der Niederschlag 
ist in starkem Ammoniak lodslich und ergibt eine Lésung, die 
durch Ammoniumehlorid, aber nicht durch Natriumchlorid ge- 
fiillt werden kann. 

Die wiisserige LOsung des Edestanchlorids gibt mit Sal- 
petersiiure einen Niederschlag, der sich beim Erwirmen auflist 
und beim Erkalten wieder erscheint, einen Niederschlag mit 
Kieralbuminlésung, mit den Alkaloidreagentien und nur mit einem 
Ueberschuss von Quecksilberchlorid, wenn dessen LOsung con- 
centrirt ist. Diese Reactionen stimmen genau mit denen 
iiberein, welche nach Bang fiir die Histone charakteristisch 
sein sollen, aber trotzdem hat das Edestan mit den wahren 
Histonen nur wenig gemeinsam. 








Der basische Charakter des Proteinmolekiils und das Verhalten 
des Edestins zu bestimmten Mengen von Sdure und Alkali. 
Von 
Thomas B. Osborne. 


Mit zwei Curventafeln. 


(Aus dem Laboratorium der Connecticut Agricultural Experiment Station, 
New Haven, Conn. U. S. A.) 


(Der Redaction zugegangen am 10, Mai 1901.) 


I. Kinleitung. 


Der basische Charakter der Proteinmolekile. 

Dass die Proteine ionisirt und sehr reactionsfahige KGrper 
sind, zeigt sich in der Schnelligkeit, mit welcher sie sich so- 
wohl mit Basen als Siiuren verbinden, in der Leichtigkeit, mi 
der sie in vielen Fallen auf Veriinderungen in der lonisirung 
ihrer Losungen reagiren, endlich auch darin, dass. sie in 
chemischer Hinsicht die eigentlich thatigen Grundbestandtheile 
des Protoplasmas sind. 

Die Annahme, dass sie neutrale Kérper wie die Kolile- 
hydrate sind, stimmt nicht mit dem, was iiber sie bekannt 
ist, uberein. 

Dennoch scheint im Allgemeinen angenommen zu werden, 
dass eine Proteinsubstanz enthaltende Lésung, die weder 
saure noch alkalische Reaction auf Lackmus zeigt, chemisch 
neutral ist. 

Zuverlissige Beobachtungen zeigen, dass einige Protein- 
ljsungen, wenn sie auch neutral gegen Lackmus sind, sich 
sauer gegen Phenolphthalin und alkalisch gegen Lacmoid ver- 
halten. Es ist ebenfalls bekannt, dass einer Proteinlésung eine 
betriichtliche Menge von Siiure hinzugesetzt werden kann, ee 
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eine Siiurereaction auf Tropiiolin, <Alizarin, Phloroglucin und 
Vanillin erscheint. 

Die Thatsache, dass Saiuren sich mit Proteinkérpern ver- 
binden, ist daher wohl bekannt, und es gilt daher als Regel, 


bei der Darstellung von Eiweisspriiparaten Siiuren fernzuhalten. 
Dies hat man scheinbar bewirkt, indem man Kalium- oder 
Natriumhydrat oder -Carbonat hinzugesetzt hat, bis die Reaction 
auf Lackmus neutral wurde. Meines Wissens hat indessen 
Niemand irgend einen Beweis dafiir beigebracht, dass dieses 
Verfahren wirklich zum Ziele fiihrt. Es ist daher von Wichtig- 
keit, zu wissen, ob Lackmus gebraucht werden kann, um den 
Punkt zu bestimmen, wann alle mit dem Eiweiss in Ver- 
bindung stehende Siiure in neutrales Salz von Kalium oder 
Natrium verwandelt und alle Proteinsubstanz in Freiheit ge- 
<etzt worden ist, oder ob noch Siiure in Verbindung mit Ei- 
weiss bleibt. Letzteres ist nun bekanntlich der Fall, wenn 
Tropiiolin oder Lackmus als Indicator gebraucht wird. 

Wenn wisserige Lésungen krystallisirtem Ovalbumin, oder 
kochsalzhaltige Lo6sungen von Excelsin, Amandin, Vignin, 
Konglutin, Glycinin, Phaseolin und Legumin, oder alkoholische 
Losungen von Zein, Gliadin und Hordein!) (in 75—90°/oigem 
Alkohol) neutral gegen empfindliches neutrales Lackmuspapier 
das geelgnet war, deutlich die Gegenwart von 0,25 cem. 
n1o0 Salzsiiture in 10 ccm, Wasser zu zeigen) gemacht wurden, 
<0 waren sie doch in jedem Falle noch sauer gegen Phenol- 
phthalein. Mit Ausnahme von Ovalbumin waren diese Prii- 
parate nach den gewoOhnlich angewendeten Methoden bereitet 
worden und waren mit keiner Séure in Beriihrung gekommen, 
ausgenommen diejenige, welche von vornherein in den Samen 
enthalten ist, aus denen sie gewonnen wurden. Die Ovalbumin- 
priparate wurden sowohl nach Hopkins’ wienachHofmeister’s 
Methode bereitet, der Siiuregehalt aller dieser Priiparate war 
der gleiche. 


1; Diese Proteinkérper sind von dem Verfasser beschrieben in den 
berichten der Connecticut Agricultural Experiment Station fiir 1890 bis 
99; ebenso Amer. Chem. Jour. 13, 14 und 15; Jour. Amer. Chem. Soe. 
1, 17, 18, 19, 20, 21; auch Die Proteide etc., Heidelberg, 1897. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII, 16 
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Um Mengen von etwa 1 Gramm dieser verschiedenen 
Proteinpraparate neutral gegen Lackmus zu machen, war in den 
meisten Fiillen von 0,1 ccm. bis 1,5 ecem. Decinormalalkali er- 
forderlich, wihrend ein weiterer Zusatz von 0,7 bis 1,0 cem, 
Decinormalalkali néthig war, um dieselben Mengen neutra! 
gegen Phenolphthalein zu machen; ausgenommen war Legumin. 


welches 2,0 ccm. erforderte. 

Diese Reaction auf Phenolphthalein ist scharf und he- 
stimmt, wie diejenige auf starke Mineralsiiuren, und ist unab- 
hingig von der Verdiinnung; denn dasselbe Ergebniss wird 
erreicht bei einer Verdiinnung auf 10 cem. oder auf 100 ccm. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die vollstiindige Neutrali- 
sation der gesammten Siiure durch Phenolphthalein oder durch 
Lackmus angezeigt wird. 

Priiparate von Edestin, die sich neutral oder sauer gegen 
Lackmus verhalten, werden, wenn sie in Wasser suspendiri 
und durch Zusatz von Kaliumhydrat neutral gegen Pheno!- 
phthalein gemacht sind, in durchaus keinem  bemerkens- 
werthen Grade aufgel6st, sondern geben an die Lésung 
Kaliumsalze von einfachen Siuren ab, die durch Verdunstung 
daraus gewonnen werden kénnen. Wenn das Edestin so von 
diesen Siéduren befreit ist, fiingt es sogleich an sich aufzulbsen, 
sobald mehr Alkali hinzugefiigt wird. 

Gegen Phenolphthalein neutral gemachtes Edestin, das in 
einer Natriumchloridlésung aufgelost ist, reagirt deutlich alkalisch 
gegen Lackmus. Diese alkalische Reaction wird durch dis 
Edestin selbst verursacht und nicht durch organische Salze 
des Alkalis, da solche Priiparate eine nur sehr geringe Menge 
von Asche enthalten, weniger als 0,05 °/o, die sowohl gegen 
Lackmus als gegen Phenolphthalein neutral reagirt. 

Krystallinische Priiparate von Excelsin, aus der brasilia- 
nischen Nuss, Bertholletia excelsa, gewonnen, bleiben un- 
gelOst, wenn sie in Wasser suspendirt und gegen Lackmus neutral! 
gemacht werden: aber sie lésen sich vollstiindig auf, wenn 
geniigend Alkali, entweder Kali oder iquivalente Mengen 
von Ammoniak, hinzugesetzt wird, um die Lodsung gegen 
Phenolphthalein neutral zu machen. Mit weniger Alkali ist 
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die Lésung nicht vollstiindig, indem die ungeléste Menge von 
der Menge des hinzugesetzten Alkali abhingt. 

Ebenso werden Priiparate von Legumin aus der Erbse, 
Saubohne oder aus der Wicke, wenn sie in Wasser suspendirt 
werden, nur dann vollstindig aufgelést, wenn geniigend Kalium 
oder ein Aequivalent von Ammoniumhydrat hinzugefiigt wird, 
um ihre Sdéurereaction auf Phenolphthalin zu neutralisiren. Es 
ist héchst unwahrscheinlich, dass Excelsin und Legumin lis- 
liche Verbindungen mit Kalium bilden kénnen, die neutral 
cegen Phenolphthalein sind, und die Thatsache, dass eine genau 
iiquivalente Menge von Ammoniak eine Lésung herbeifiihrt, ist 
auch ein Beweis gegen diese Annahme, da eine viel grissere 
Menge von Ammoniumhydrat als von Kaliumhydrat erforderlich 
ist, um Edestin aufzul6dsen. So wurde ein Gramm von einem 
Priiparat von Edestin, welches durch 1 ccm. zehntelnormaler 
Kalilauge vollstiindig gelOst wurde, durch 13 ccm. zehntel- 
normalen Ammoniumhydrats nicht vollig aufgelost. Da _ tiber- 
dies die Proteine sehr schwache Siiuren sind, so ist es héchst 
unwahrscheinlich, dass sie mit Kalium Salze bilden kénnen, die 
gegen Phenolphthalein neutral reagiren. Sicherlich ist dies 
nicht mit Edestin der Fall, da der geringste Ueberschuss von 
Kalihydrat tiber die zur Neutralisation der Gesammtsiiure er- 
lorderliche Menge, Phenolphthalein sogleich roth firbt. 

Losungen von allen den anderen Proteinkérpern, die ich 
untersucht habe, reagiren, wenn sie in iihnlicher Weise neutral 
gemacht sind, entschieden alkalisch auf Lackmus. 

Nach diesen Thatsachen erscheint es sicher, dass die 
Proteine wirkliche Basen sind, wie ich es friiher bewiesen 
habe (Osborne, Jour. Amer. Chem. Soc. 21, 486; Report of 
the Conn. Agricul. Expt. Station for 1899; ebenso Jour. Amer. 
Chem. Soe. 22, 402), und dass sie nicht Pseudoammonium- 
basen sind, wie Cohnheim und Krieger annehmen (Cohn- 
heim und Krieger, Zeitschr. f. Biologie, n. F. 22, 95). 


II. Verbindungen von Edestin mit Sauren. 


Ja Edestin, wenn neutral gegen Phenolphthalein, unloés- 
lich im Wasser ist, so bietet es die Méglichkeit, den Siure- 
16* 
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gehalt seiner nach den gebriiuchlichen Methoden dargestellten 
Priiparate zu studiren; eine solche Moéglichkeit wird durch kein 
anderes mir bekanntes Protein geboten. Ich habe daher das 
Edestin einem ausgedehnten Studium unterworfen, dessen Einzel- 
heiten in den folgenden Seiten mitgetheilt sind. 

Dieses Studium erschien wichtig, da Edestin eine wahre 
Proteinsubstanz ist, die alle wesentlichen Merkmale dieser 
Kérper darbietet, so dass die Reactionen, welche sie mit 
Basen und Siiuren darbietet, ohne Zweifel fiir diejenigen der 
Proteine im Allgemeinen typisch sind. 


1. Die Aciditat der Edestinpraparate. 

Um die saure Reaction einer Kochsalzldsung von je 

einem Gramm zwanzig verschiedener, nach den gebriuchlichen 

Methoden dargestellter Edestinpraparate gegen Phenolphthalein 
zu neutralisiren, war es néthig, von 0,85 bis 1,5 cem. n/10 Kali- 
lauge hinzuzusetzen. Acht von diesen Lésungen erforderten 
0,2 bis 0,5 cem., um gegen Lackmus neutral zu werden, 
withrend die iibrigen zw6lf von vornherein neutral gegen 
Lackmus waren: der Unterschied in der Aciditiit der ver- 
schiedenen Priiparate gegen diese beiden Indicatoren entsprach 
O85 bis 1,10 cem. 1/10 Normalalkal. 

Der Grad der Aciditiit gegen Phenolphthalein ist sehr 
leicht durch direkte Titrirung zu bestimmen, da die End- 
reaction unverziiglich erscheint. Dasselbe Ergebniss wird 
erreicht, wenn man die salzhaltige Lésung direkt titrirt oder 
wenn man das Priiparat in einem Ueberschuss von Alkali aul- 
lost und darauf zuriicktitrirt oder wenn man das Edestin in 
Wasser in einer zugest6pselten Flasche suspendirt und Alkall 
hinzutiigt, bis eine rothe Farbe erscheint. Im letzteren Falle 
wird der Endpunkt langsamer erreicht, da die Reaction aul 
eine Substanz im festen Zustande stattfindet. 


2. Die Natur der mit Edestin verbundenen Sauren. 
Wenn an der Luft getrocknete Priiparate von Edestin 
in Wasser suspendirt und mit geniigend verdiinnter Kalium- 
hydratldsung behandelt werden, um = eine eben merkliche 
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alkalische Reaction auf Phenolphthalein zu geben, so lisen sie 
sich nicht auf, wie schon gesagt, sondern bilden beim Stehen 
dichte Niederschlage von zersetzten Krystallen, tiber welchen 
sich eine massige, flockige Schicht amorpher Materie ablagert. 
Einige so behandelte Proben trennen sich ginzlich von der 
Lisung, indem sie diese klar und leicht filtrirbar zuriicklassen; 
andere bilden eine milchige, collodiale Halblésung, die nicht 
filtrirt werden kann. Wenn diese letzteren Priparate in 
50° oigem Alkohol suspendirt und mit Alkali auf Phenolphthalein 
neutralisirt werden, geben sie klare Losungen, die leicht zu 
filtriren sind. Der beim Verdunsten des Filtrats und des 
Waschwassers vom neutralisirten Edestin verbleibende Riick- 
stand entspricht bei 110° getrocknet gewohnlich ungefiihr 
1,25°/o von dem bei derselben Temperatur getrockneten Edestin. 
Das Verhiiltniss des von verschiedenen Praparaten erhaltenen 
Riickstandes wurde, wie folgt, befunden: 


Praiparat: 4 7 i) 10 11 12 13) «15 18 
Procente: 1,30 1,05 1,27 1.21 1,40 1,26 1,41 1,15 1,44 
1,26 1,41 1,17 


Um die Zusammensetzung dieser Riickstiinde zu finden, 
wurden 75 g des Priiparats 19!) mit grossen Mengen von 
759°/oigem Alkohol gewaschen, bis das letzte Waschwasser 
beim Verdunsten keinen bemerkenswerthen Riickstand hinter- 
liess. Der beim Verdunsten des Gesammtwaschwassers bleibende 
Riickstand wog 0,2833 g, 0,38°/o des Proteins entsprechend. 
Seine Loésung in Wasser wurde durch 3,4 ccm. 31/10 Normal- 
kalilauge gegen Phenolphthalein neutral gemacht und gab einen 
Niederschlag, hauptsiichlich Protein ab, der 0,1159 g wog. 
Das Filtrat von diesem liess beim Verdunsten einen Riickstand 
von 0,1674 g zuriick, wovon 0,0133 g Kalium war, das beim 
Neutralisiren der Loésung hinzugesetzt worden war. Wenn 
wir dieses abziehen, finden wir, dass nur 0,1541 g_ nicht 


‘ 


eiweissartiger Substanz durch das Waschen aus 75g Edestin 

1) Dies wurde dargestellt durch Behandlung von Hanfsaat mit 
+” viger Kochsalzlésung, die auf 60° erhitzt wurde, und durch Abkiihlen 
des klaren Auszuges. Das Protein, das sich giinzlich in achtflichigen 
Krystallen abschied, ist somit als ein Rohprodukt von Edestin anzusehen. 
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entfernt worden war. Nach Verbrennung verblieb ein Asche- 
riickstand von 0,0600 g, wovon wieder 0,0133 g abgerechnet 
werden miissen, entsprechend dem in den 3,4 ccm. der hinzu- 
gefiligten 4/10 Normall6sung enthaltenen Kali, so dass _ die 
gesammte anorganische Substanz, die durch = erschopfende 
Waschung aus den 75 g Edestin entfernt wurde, sich nur auf 
0.0467 g oder 0,06°/o belief. Nachdem somit nachgewiesen 
war, dass nicht mehr als Spuren von Aschebestandtheilen in 
diesem Edestinpriiparat vorhanden sein konnten, wurde das 
Priiparat in reinem Wasser suspendirt und nach und_ nach 
mit 90,0 ec. n/1o Kalilauge und viel Wasser versetzt, bis zur 
genauen Neutralisation der Mischung gegen Phenolphthalein. 
Nachdem das ungeléste Edestin einige Stunden in einer ge- 
schlossenen Flasche geschiittelt worden war, wurde es abfiltrirt 
und 6 Mal mit je 1 Liter 65volumprocentigem Alkohol durch 
Decantiren gewaschen. Das Filtrat und Waschwasser wurden 
getrennt verdunstet und liessen, nachdem sie bei 110° ge- 
trocknet waren, folgende Riickstiinde: 


Tabelle I. 


Bei der Neutralisation von Edestin 19 mit Kaliumhydrat 


in Losung gegangen: 


In den wisserigen Filtraten. . . ... - O,2342 g 
dem ersten Liter 65°/o Alkohol . . 0,1225 > 
zweiten > 69% > . « 00680 » 

» dritten > 6d%o — » . . 0,0750 » 

» > Vierten >» 65°/o » « « OOF » 
» »  fiinften » 65%} >» ~ . 0,0480 > 
» sechsten  » 65°/o > ~ « 00308 » 


Gesammte lésliche Materie  0,6710 g. 

Diese Riickstiinde wurden vereinigt und mit starkem 
Alkohol ausgezogen, in welchem ein Theil sich aufléste. Der 
in Alkohol lésliche Theil war auch in Wasser léslich, indem 
er eine gelbe Fliissigkeit bildete, die 0,3 cem. n/10 Salzsiure 
zur Neutralisation gegen Lackmus und 0,7 ccm. gegen Phenol- 
phthalein erforderte. , 

Als diese alkoholische Lésung verdunstet und der Riick- 
stand bei niedriger Temperatur verbrannt wurde, entwickelten 
sich alkalische Diimpfe in geringer Menge. 
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Das Gewicht der in starkem Alkohol léslichen Menge 
betrug O,1514, das der unloéslichen 0,6173 g. Die Analyse 
ergab folgende Bestandtheile : 


Tabelle II. 
Zusammensetzung der durch Neutralisirung eines rohen 
Priijparats von krystallisirtem Edestin 19 mit Kalihydrat ge- 
hildeten Kaliumsalze. 





In starkem Alkohol In starkem Alkohol 
léslich | unldslich 


Gewicht | Procente Gewicht Procente 


| 





| 
ba 
| 
| 
| 


Organische Materien 0,0825 g | 54,42 | 00,1429 g 23,15 
Kaliumearbonat. .... 0.0400 » | 26.38 | 0.0600 » 972 
Kaliumsulphat ..... 0,0200. = | 13,33 | 0.0766 | 12,41 
Kaliumehlorid ..... 0.0052 » | 3,43 | Q,2750 » | 44.55 
Kaliumphosphat .... — — | 00,0235 » | 3,74 
Natriumehlorid ..... —- — 0,0091 | 1,47 
Unbestimmt und Verlust . 0,0037 > | 2,44 | 0.0302 > | 4,96 








| 0.1514 g | 100,00 | 0,6173 ¢ | 100,00 

Die Summe der anorganischen Substanz, die in den zwei 
Portionen enthalten ist, betrug 0,5433 g und hatte folgende 
Zusammensetzung : 

Tabelle III. 

Zusammensetzung der bei Neutralisation des rohen 
Priparats von krystallisirtem Edestin mit Kaliumhydrat  er- 
haltenen anorganischen Salze. 





Gewicht Procente 





j 
{ 
} } 


Kaliumcarbonat. . . . ./| 0.1000 g | 18,40 


| 
Kaliumsulphat . . . . .| 0,0966 »| 17,81 
Kaliumcehlorid - | 0.2802 >| 51,54 
Kaliumphosphat -. . .| 0,0235 | 4,32 
Natriumchlorid . . . . «| 00091 >! = 1,67 
Unbestimmt und Verlust . | 0.0399 »| = 6,26 


| 05433 ¢, 100,00 
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Aus diesen Zahlen ersehen wir, dass der gridssere The 
der léslichen Substanzen, die durch Neutralisation dieses Prii- 
parates gebildet waren, aus Kaliumsalzen von anorganischen 
Siiuren besteht und dass 60°/o des Kaliums in diesen Salzen 
als Chlorid vorhanden ist. 

Wir finden auch, dass Alkohol einen grossen Antheil 
der organischen Substanz auflést, die hauptsichlich aus den 
Kaliumsalzen einer oder mehrerer organischer Siuren besteht, 
da die Menge von Kaliumcarbonat, die sich nach der Ver- 
brennung bildet, ungefiihr der Hilfte der verbrennbaren Materie 
gleich ist. Die Summe dieser letzteren und des Kaliumcarbonats 
ist 0.1225 g, wovon 0,021 g Kalium und 0,1014 g organisch 
ist. Das hiernach zu berechnende Molekulargewicht kann im 
Maximum auf ungefiihr 188 gesetzt werden, woraus hervor- 
geht, dass kein betriichtlicher Theil des Kaliumcarbonats aus 
Kaliumeiweissverbindungen hervorgegangen ist. 

Wegen des erschdpfenden Auswaschens dieses Praparates 
vor der Neutralisation ist es unwahrscheinlich, dass diese 
organische Materie eine beigemischte Verunreinigung war, 
auch war sie keine freie organische, in Wasser unldsliche 
Siiure, weil die Losung ihres Kaliumsalzes auf den Zusatz von 
ein wenig Salzsiiure klar blieb, wodurch die organische Siure 
als eine in Wasser leicht lOsliche charakterisirt wurde. 

Wir miissen daher schliessen, dass diese organische 
Materie aus einer oder mehreren der organischen Siéuren des 
Samens besteht, die sich mit dem Edestin verbunden hatten. 

Zur Bestiitigung dieser Ergebnisse wurde dieses Experiment 
wiederholt mit Probe 20, die aus einem Kochsalzextract des 
Hanfsamens bereitet war, der mit Kalihydrat gegen Lackmus 
neutralisirt und dialysirt wurde, bis das Edestin in Krystallen 
niedergeschlagen war. Dieser Niederschlag wurde wieder autl- 
gelist in 10°/oiger Kochsalzlésung, die auf 50° erhitzt wurde: 
die bei derselben Temperatur mit drei Volumen Wasser ver- 
diinnte Lésung filtrirte vollkommen klar und wurde dann au! 
12° abgekiihlt. Der schin krystallisirte Niederschlag wurde 
griindlich gewaschen, zuerst mit 1°/oiger, dann mit 0,5°/oiger 
Kochsalzlisung und zuletzt mit 50°/oigem Alkohol, bis alles 
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Salz entfernt war. Diese Methode des Waschens mit ver- 
diinnter Salzlosung und Alkohol war nothwendig, weil beim 
Waschen mit Wasser allein sich ein grosser Theil des Pri- 
parats auflOste, wovon der Grund spiiter erkliirt wird. 

30 g von dem an der Luft getrockneten Priiparat wurden 
in reinem, frisch ausgekochtem Wasser suspendirt und mit 
24,0 ccm. n/10 Kaliumhydratl6sung gleichfalls mit Wasser ver- 
diinnt, versetzt. Die gegen Phenolphthalein vollstiindig neutrale 
Mischung wurde filtrirt, einige Zeit stehen gelassen und das 
unlOsliche Edestin griindlich mit verdiinntem Alkohol gewaschen. 

Das Filtrat und Waschwasser wurden verdunstet, der 
Riickstand bei 110° getrocknet, gewogen und analysirt mit 
den folgenden Ergebnissen: 

Tabelle IV. 

Zusammensetzung der Kaliumsalze, die durch Neutrali- 
sirung eines umkrystallisirten Priiparats von Edestin mit Kalium- 
hvdrat gebildet wurden: 














In Procenten der 
Gramm | unorganischen 
Materie 
| 
Organische Stoffe. . . . 00315 | = — 
Kaliumearbonat. .... 0.0083 5,7 
Kaliumsulphat ..... 0),.0095 6,5 
Kaliumehlorid .... . 01081 73,9 
Natriumchlorid ..... 0.0108 7.4 
Unbestimmt und Verlust . 0,0095 | 6,5 
Summe... 0.1777 | 100,0 
| 


Diese Zahlen bestatigen im Allgemeinen die vorher ge- 
gebenen, ergeben jedoch eine gréssere procentische Menge 
von Kaliumchlorid und eine kleinere von organischen Salzen 
und Sulphat. Dies ist zweifellos das Ergebniss des Um- 
krystallisirens, wodurch dieses Priiparat schliesslich aus einer 
LOsung abgeschieden wurde, die an negativen, von denen des 
Chlor verschiedenen Ionen ein viel kleineres Verhiiltniss ent- 
hielt, als diejenige, aus der Priiparat 19 krystallisirt wurde. 
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Wie bereits festgestellt wurde, lost sich von vielen Edestin- 
Priparaten ein Theil in Wasser auf, sobald die begleitenden 


Salze zum grodssten Theil herausgewaschen sind. Um zu be- 
stimmen, ob diese Léslichkeit einem Unterschied in der Natur 
der mit den léslichen und unloslichen Theilen des Praparats 
verbundenen Saduren zuzuschreiben ist oder nicht, wurden 30 ¢g 
von dem Priiparat 20 erschdpfend mit reinem Wasser ge- 
waschen und die filtrirte Losung wurde mit 10,6 ccm. 
nio Kaliumhydratlésung neutralisirt, wodurch das Edestin vollig 
niedergeschlagen wurde. Das klare Filtrat und das Waschwasser 
von diesem Niederschlag wurden verdunstet, der Riickstand bei 
110° getrocknet und mit folgenden Ergebnissen analysirt: 


Tabelle V. 


Zusammensetzung der durch Neutralisirung des in Wasser 
loslichen Theils des Edestinpriiparats gebildeten Kaliumsalze. 






























or In Procenten det 
Gramm | unorganischen 
| Stoffe 
Organische Stoffe. ... 0.0902 — 
Kaliumearbonat. .. . 0,0021 1.4 
Kaliumsulphat 0,0096 6.6 
Kaliumcehlorid 0.0721 49.8 
Natriumchlorid . . 0.0585 40.4 
Unbestimmt und Verlust . 0.0025 1,8 
Summe . 0.2350 100,0 : 








Das Vorhandensein von Natriumchlorid, welches einen 
so grossen Theil dieser Salze bildet, ist zweifellos der unvoll- 
stiindigen Waschung des urspriinglichen Priiparats zuzuschreiben, 
welches mehrere Male aus verdiinnter Kochsalzlosung um- 
krystallisirt worden war, und welches zuerst mit 0,5°/oiger 
Kochsalzljsung und dann mit 50°/oigem Alkohol gewaschen 
worden war, damit die in Wasser lésliche Edestinverbindung 
nicht daraus entfernt wiirde. 7 


auf Seite 253 beschriebene, in einem iihnlichen 


Der 
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Experiment gewonnene unorganische Riickstand enthielt nur 
11,41°/o Kochsalz, woraus hervorgeht, dass dies in dem gegen- 
wiirtigen Falle nur als eine zufillige Verunreinigung zu be- 
trachten ist und nicht als ein Produkt des Neutralisations- 
vorganges. 

Das zum Neutralisiren des Edestins gebrauchte Kalium- 
hyvdrat entsprach 0,0791 g Kaliumchlorid, von welchem Salz 
0.0721 g bei der Analyse erscheint, selbst nachdem man alle 
andern Siiuren als Kaliumsalze berechnet hat. Daraus ergibt 
sich, dass das in Wasser losliche Edestin grésstentheils mit 
Salzsiiure in Verbindung stand. Bemerkenswerth ist, dass in 
diesem Fall die Gesammtmenge des hinzugesetzten Alkalis wieder- 
sewonnen wurde, wohingegen bei den oben beschriebenen 
Experimenten nur 70°/o in Losung gefunden wurde. Dies ist 
zweifellos dem Umstande zuzuschreiben, dass in den ersten 
Experimenten die neutralisirte Saure reichlich im Kern der 
Krystalle!) enthalten war, und da sich diese Krystalle bei der 
Neutralisation nicht auflésten, so konnten die Kaliumsalze, die 
-ich in ihnen bildeten, nur mit grosser Schwierigkeit heraus- 
cewaschen werden. Bei diesem letzten Experiment war das 
Edestin vollig aufgelost zu der Zeit, als das Alkali hinzugesetzt 
wurde, und folglich wurden die Kaliumsalze, die sich bildeten, 
leicht davon getrennt. 

Der Theil des Priiparats 20, welcher sich bei der Be- 
handlung mit Wasser nicht aufléste, wurde zunachst in reinem 
kochenden Wasser suspendirt und durch sorgfiltigen Zusatz 
von 16,6 cem. n/10 Kaliumhydratlésung gegen Phenolphthalein 
neutralisirt. Nachdem die Loésung etwas gestanden hatte, 
wurde sie filtrirt und das ungeléste Edestin griindlich mit 
79° oigem Alkohol gewaschen. Beim Verdunsten liess das 
Filtrat und das Waschwasser einen Riickstand zuriick, der, 
bel 110° getrocknet, mit foigenden Ergebnissen analysirt wurde: 


1) Unter dem Mikroskop sieht man, dass der gréssere Theil des 
ingelésten Edestins aus Bruchstiicken von Krystallen besteht, wovon 
(ie meisten von verhaltnissmiissig betrichtlicher Grésse sind, man muss 
ilso schliessen, dass die in diesen Fragmenten entstehenden Kaliumsalze 
nur schwer in Lésung gehen. 
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Tabelle VI. 


Zusammensetzung der Kaliumsalze, die durch Neutralj- 
sirung desjenigen Theils des Edestinpriiparats, welcher in Wassv 
unlosbar war, gebildet wurden. 














pee 7 a .; “_ Saseneitin der 

Gramm unorganischen 
Stoffe 
Organische Stoffe......- 0.0574 | — 
Unl6sliche mineralische Materie . 0.0067 | DS 
Ralumearpomat.... . 46 « * »~% 0.0121 | 10.5 
Kaliumsulphat . 2... 0.0117 | 104 
Kaliumehlorid ........ 0.0710 | 61.5 
Natewmeniorid ..6 « « « 6 e% 0.0085 | 7.4 
Unbestimmt und Verlust. .. . 0.0055 | 4.7 

Summe. .. 0,1729 | 100.0 — 


Bei diesem Versuch wurde 75°/9 von dem hinzugesetzten 
Kalium wiedergewonnen, wovon 76°/o Chlorid und 11° 
Sulphat ist. 

Bei dem iihnlichen, auf Seite 254 zu beschreibenden 
Versuch wurde 85°/o von dem hinzugesetzten Kalium wieder- 
gefunden, wovon 47,6°;o Chlorid und 52,4°/o Sulphat ist. Aus 
dem jetzt besprochenen Versuch, der einen so kleinen brucli- 
theil an Sulphat ergibt, geht hervor, dass die Unléslichkeit des 
Edestins in Wasser nicht einfach der Natur der mit ihm ver- 
bundenen Schwefelsiiure, sondern, wie wir es spiiter zeigen 
werden, hauptsiichlich den Mengenverhiiltnissen der Siiure 
zuzuschreiben ist. Der losliche Theil enthilt mehr Siure. 

Um ein Priiparat zu bereiten, das bei der Neutralisation 
nur Chlorid abgibt, wurden 3000 g Hanfsamenmehl mit 9 Lite! 
Kochsalzldsung von 60° C., die 3°/o fast chemisch reines Kochi- 
salz enthielt, ausgezogen. Der filtrirte Auszug wurde aul § 
abgekiihlt und tiber Nacht stehen gelassen, bis der reiche Boden- 
satz von Krystallen sich abgelagert hatte. Diese Krystalle wurden 
dann auf einem Filter gesammelt, einmal mit Wasser gewasclicn. 
in einem Liter Kochsalzlésung wieder gelést, die LOsung voll- 
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stindig klar filtrirt, auf 50° erhitzt, mit drei Volumen Wasser 

derselben Temperatur verdiinnt und rasch auf 0° abgekiihlt. 
Der krystallinische Niederschlag, welcher sich abschied, 

wurde in Wasser suspendirt, auf ein Filter gebracht und dieses 


Verfahren wurde wiederholt, bis alles in Wasser loésliche 
Kdestin herausgewaschen war. Die drei zuerst gewonnenen 
\Waschwiisser waren fast proteinfrel, das vierte enthielt fast 
die Hilfte des urspriinglichen Priiparats, das fiinfte viel weniger 
und das sechste sehr wenig. 

Der vierten Portion wurde genug reines Natriumehlorid 
hinzugesetzt, um eine 10°/oige LOsung zu bilden. Dieser Zusatz 
bewirkte zuerst einen reichlichen Niederschlag, von dem sich 
aber das meiste aufléste, als mehr Salz in die Loésung kam, 
die dann filtrirt und 40 Stunden dialysirt wurde, wobei ihr 
Salzgehalt auf 2°/o herabgesetzt und das Edestin in schonen 
Krystallen niedergeschlagen wurde. Diese wurden abfiltrirt, 
und nachdem sie mit 50°/oigem Alkohol und zuletzt mit ab- 
<olutem Alkohol gewaschen und iiber Schwefelsiiure getrocknet 
waren, gaben sie 37 g eines vollkommen krystallisirten, blendend 
weissen Priiparats, 22, welches grésstentheils in reinem Wasser 
lslich und génzlich loslich in Kochsalzl6sung war. 

Um eine Quantitiit dieses Priiparats, welche einem Gramm 
trockener und aschefreier Substanz entsprach, gegen Phenolphtha- 
lein zu neutralisiren, war 1,22 ccm. n/10 Kaliumhydratlosung 
erforderlich, einem Siuregehalt entsprechend, der, wie wir 
spiiter sehen werden, einer Mischung eines kleinen Theils der 
in Wasser unloslichen, mit einem grossen Theil von der im 
Wasser léslichen Edestinverbindung entspricht. 

20 g dieses lufttrockenen Priiparats wurden dann mit 
HOO cem. reinen Wassers behandelt, 22 cem. n10 Kalilauge 
mit 200 ccm. Wasser gemischt hinzugefiigt, der volumindse 
Niederschlag abfiltrirt und mit 250 ccm. Wasser gewaschen. 
iltrat und Waschwasser hinterliessen beim Verdunsten einen 
hiickstand, der die folgende Zusammensetzung hatte: 

Tabelle VII. 


Durch Neutralisirung des Edestinpriiparats 22 gebildete 
Kaliumsalze. 
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In Procenten der 

Gramm | unorganischen 
| Stoffe 
Organische Stoffe.... 0.0185 | — 
Kaliumearbonat. .... 0.0020 | 1,19 
Kaliumsulphat ..... 0.0065 3,89 
Kaliumehlorid. ..... 0.1598 83.51 
Natriumchlorid .... . OO1I91 11,41 
Summe... 0.1859 | 100.00 





Obgleich das freie Edestin nur oberflichlich gewaschen 
worden war, finden wir iiber 85°/o des hinzugesetzten Kaliums 
in diesen Salzen enthalten, wovon 95°/o als Chlorid gegen- 
wiirtig ist. Das Verhiiltniss von Sulphat zu Chlorid in diesen 
Salzen entspricht weniger als zwei Molekiilen des ersteren zu 
100 des letzteren. Obschon dieses Priiparat fast frei von 
Sulphat war, konnte dennoch ein vollkommen reines Chlorid 
auf diese Weise nicht erlangt werden. 

20 ¢ des in Wasser unloéslichen Theils vom Edestin 
wurden in 600 ccm. Wasser suspendirt und durch = Zu- 
satz von 12 cem. n/1o Kalilauge neutralisirt. Die von dem 
ungelosten Edestin abfiltrirte Lo6sung wurde zusammen_ mii 
dem Waschwasser verdunstet und der Riickstand mit dem 
folgenden Resultat analysirt: 


Tabelle VIII. 


Zusammensetzung der Kaliumsalze, die durch Neutralisiren 
des in Wasser unléslichen Theils vom Edestin gebildet wurden. 








In Peccontion in 

Gramm unorganischen 
Stoffe 
Organische Stoffe. ... 0.0340 | on 
Kaliumearbonat. .... — — 
Kaliumsulphat . 2... 0.0479 | 496 
Kaliumehlorid. . . 2. . 00373. | = 38,7 
Natriumehlorid 2... 0.0079 8.2 
Unbestimmt und Verlust . 0.0034 3.5 
Summe... 0.1305 100.0 
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In diesem Riickstand haben wir eine grissere Menge 
Sulphat als in irgend einem vorher analysirten. Wir 
werden spiiter zeigen, dass Edestinsulphat weniger léslich in 
Wasser ist als das entsprechende Chlorid, und so ist es er- 
kliirlich, dass das Edestinsulphat sich in diesem in Wasser un- 
ljslichen Bruchtheil angesammelt hat. Ob Edestinsulphat ein 
urspriinglicher Bestandtheil des Samens ist, oder ob es aus 
Sulphaten herstammt, die in dem Natriumchlorid und in dem 
Flusswasser enthalten waren, in welchem die Losungen dialy- 
sirt wurden, wurde nicht festgestellt; aber das Letztere er- 
scheint wohl modglich, weil diese Substanz vor ihrer letzten 
Killung vollig losheh in Wasser war. 

Aus diesen Ergebnissen wiirde hervorgehen, dass Edestin- 
priiparate, die durch Kihlen oder Dialysiren von Salzl6sungen 
sewonnen wurden, gewoOhnlich aus Mischungen von ver- 
schiedenen Verbindungen der Proteine mit Siiuren bestehen, 
indem das Verhiiltniss der verschiedenen gebildeten Verbin- 
dungen von dem Siiuregehalt der LOsung und der Natur der 
Siiureionen abhingt, welche gegenwiirtig sind, wenn das Edestin 
herauskrystallisirt wird. 

Wegen der Schwierigkeit, Edestinchlorid frei von Sulphat 
zu gewinnen, schien es mdglich, Sulphat frei von anderen Siiure- 
verbindungen zu gewinnen. 

+ kg Hanfsamenmehl wurde demgemiiss mit 15°/oiger 
Ammoniumsulphatlésung ausgezogen, der Auszug mit dem- 
selben Salze gesiittigt, das so gefiillte Protein abfiltrirt und 
in der verdiinnten Sulphatl6sung, die sich bei Hinzusetzen 
von Wasser ergab, aufgelést. Die klare Losung setzte, dia- 
lvsirt, relativ grosse achtfliichige Krystalle ab, die, mit Wasser 
und Alkohol gewaschen und getrocknet, 440 g wogen — Pri- 
parat 23, 

50 g dieses Priiparats wurden in Wasser suspendirt und 
durch Zusatz von 45 cem. ni1o0 Kalilauge, die mit viel Wasser 
verdiinnt war, genau neutral gegen Phenolphthalein gemacht. 
Da das neutrale Edestin sich nicht in einem filtrirbaren Zu- 
stind aus der Lésung abschied, so wurde ein gleiches 
Volumen Alkohol allmiihlich hinzugesetzt. Das dann gewonnene 
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Filtrat und Waschwasser wurden verdunstet und der Riick- 
stand mit den folgenden Ergebnissen analysirt: 
Tabelie IX. 


Zusammensetzung der durch Neutralisation des Edestin- 
priiparats 23 gewonnenen Kaliumsalze. 











, In Procenten der 

Gramm | unorganischen 
Stoffe 
Organische Stoffe .. . . 0.2269 | — 
Kaliumcarbonat. ... . O,0450 | 18,98 
Kaliumsulphat .... . O1956 | 71 Ot 
Kaliumehlorid. . ... . 0.0066 | 261 
Unbestimmt und Verlust. O.0027 | 1.07 
Summe... 0.4798 | 100.00 


Aus diesen Zahlen ist deutlich zu ersehen, dass bei dieser 
Behandlungsweise des Priiparats an Stelle des Chlorids das 
Sulphat erhalten wird, da tber 75°/o des wiedergewonnenen 
Kaliums Sulphat ist, und weniger als 3°/o Chlorid. Von dem 


+ 


beim Neutralisiren hinzugesetzten Kalium wurden 66°/o in den 
obigen Salzen wiedergewonnen, was gut tibereinstimmt mit 
den 70° 0, die in den vorher beschriebenen Experimenten er- 
langt wurden, in welchen die Edestinkrystalle sich nicht aut- 
lOsten, sondern beim Neutralisiren in relativ grosse Bruchi- 
stiicke zerfielen. 

Um, wenn moglich, Edestinsulphat in Chlorid zu ver- 
wandeln, wurden 50 g des Priiparats 23 in 70°/oigem Alkoho! 
suspendirt und 50 ccm. no Kalilauge hinzugesetzt. Dieses so 
neutral gemachte Edestin wurde abfiltrirt, in 500 cem. 10° oiger 
KochsalziOsung aufgelOst und sorgfiiltig mit einem = gleichen 
Volumen derselben LoOsung gemischt, welche 55 ccm. n 10 Salz- 
siiure enthielt. Die Losung wurde klar filtrirt, dialysirt, der 
krystallinische Niederschlag mit Wasser gewaschen, bis alles 
losliche Edestin entfernt wurde; der in Wasser suspendirte, 
gegen Phenolphthalein neutralisirte Riickstand und die = ge- 
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wonnenen Kaliumsalze wurden mit den folgenden Resultaten 
analysirt: 
Tabelle X. 


Zusammensetzung der durch Neutralisation des aus dem 
Edestinsulphat gewonnenen Edestinchlorids gebildeten Salze. 




















| In Procenten der 

Gramm | unorganischen 
Stoffe 
Organische Stoffe .... O.O192 | — 
Kaliumearbonat. ... . 0.0016 | 2.01 
Kaliumsulphat .+... 0.0130 | 16,51 
Kaliumchlorid. ..... 0.0587 | 73.65 
, : - | ; 
Unbestimmt und Verlust . 0.0064 | 8.03 
Summe... 0.0989 100,00 


Diese Zahlen zeigen, dass tiber 82°/) von dem Kalium 
als Chlorid und weniger als 16°/o9 als Sulphat wiedergewonnen 
wurde. 

Die vielen hier beschriebenen Versuche kénnen_ keinen 
Zweifel zuriicklassen, dass der Siuregehalt der Edestinpriéparate 
hauptsiichlich durch Salzsiiure und Schwefelsiure verursacht 
wird, und dass durch Neutralisation gegen Lackmus nur ein 
Theil der gebundenen Siiuren entfernt wird. 

Was die Natur der organischen Siiure anbetrifft, die in 
allen beschriebenen Salzen vorhanden war, so ist keine Aus- 
kunft dariiber erlangt worden, da zu wenig vorhanden war, um 
“le zu erkennen. 

Um zu bestimmen, ob diese organische Siiure in Wirk- 
lichkeit eine mit der Proteinsubstanz verbundene Siiure oder 
das Ergebniss tibermiissiger Alkaliwirkung auf das Edestin war, 
zog ich Hanfsamenmehl mit 10°/oiger Kochsalzl6sung aus, die 
genigend Baryt enthielt, um zu bewirken, dass das Extract 
sich gerade neutral gegen Lackmus verhielt, und fiillte dann 
das Edestin aus dem filtrirten Extract durch Dialyse gegen 
‘estillirtes Wasser aus. 

Das so erlangte krystallinische Produkt wurde griindlich 
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mit Wasser gewaschen, in Kochsalzlésung gelést, wieder durch, 
Dialyse gefallt und in ausgiebigem Maasse mit Wasser ge- 
waschen. Das feuchte Produkt wurde dann in Wasser suspen- 
dirt, gegen Phenolphthalein durch Zusatz von sehr verdiinnter 
Kalilauge neutral gemacht, abfiltrirt und in 10°/oiger Koch- 
salzlOsung wieder aufgelést. Die so erhaltene Losung wurde 
mit einem gleichen Volumen derselben Kochsalzlisung gemischt. 
die Salzsiure enthielt, welche dem vorhin zum Neutralisiren 
gebrauchten Kaliumhydrat dquivalent war, und die Losung 
dialysirt. Der krystallisirte Niederschlag wurde abfiltrirt, ge- 
waschen und wie vorher neutralisirt, und das ganze Verfahren 
nochmals wiederholt. Die drei Losungen, die von den drei 
aufeinander folgenden, durch Neutralisation bewirkten Edestin- 
priicipitaten abfiltrirt waren, wurden verdunstet und die Riick- 
stiinde “analysirt: 
Tabelle XI. 

Zusammensetzung der Salzmengen, welche durch = drei 
aufeinander folgende Neutralisationen eines Edestinpriiparais 
erhalten wurden. 














ns es | ee Ue 
Procent | Procent | Procent 
Kaliumearbonat. ... . 7,4 | ae 0.8 
Kaliumsulphat ..... 4d | 26 | 23,0 
Kaliumehlorid. . 2... 828 | 806 | 713 
Natriumehlorid ..... — | 52 | 3.6 
Unbestimmt. ...... 5,4 | 65 | i3 
— | a 

| 
Summe.. . 100,0 | 100,0 | 100,0 

| 


Diese Zahlen zeigen, dass die organische Kaliumver- 
bindung thatsichlich nach der dritten Fiillung verschwand, und 
daher ist es hdchst wahrscheinlich, dass dies ein Salz einer 
vorher mit dem Edestin verbundenen Siiure ist und kein 
Zersetzungs produkt des Eiweisskorpers selbst. 

3. Die Mengenverhaltnisse der mit Edestin verbundenen Saure. 


Seite 244 habe ich gezeigt, dass von einer’ grossel 


Anzahl von Edestinpriparaten alle ohne Ausnahme sauer gegen 
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Phenolphthalein sind und dass viele von ihnen auch gegen 
Lackmus sauer reagiren. Einige von diesen Priiparaten sind 
entschieden saurer als andere. Die meisten von den saureren 
enthalten mehr in Wasser lésliche Substanz als die weniger 
sauren. Einige jedoch von den sauersten sind in Wasser 
giinzlich unlodslich. Diese letzteren waren immer diejenigen, 
welche aus ammonsulphathaltigen Losungen ausgefillt waren 
und bei der Neutralisation auch Kaliumsulphat lieferten: 
wohingegen die andern, welche in Wasser lisliche Substanz 
enthielten, bei der Neutralisation hauptsiichlich Kaliumehlorid 
abgaben. 

Es ist aber auch in quantitativer Hinsicht, d.h. beziiglich des 
Siiuregrades, ein Unterschied vorhanden zwischen dem wasserlis- 
lichen und dem unloslichen Antheil des Priiparats. Iniiber 100 Ver- 
suchen habe ich ausnahmslos gefunden, dass der Siiuregehalt des in 
Wasser loslichen Theils sehr annithernd 1,4 cem. 1,10 Normal- 
siiure auf das Gramm des gelésten Edestins entspricht, wiihrend 
der des ungelosten Theils nur halb so gross war, vorausgesetzt, 
dass das geprtifte Priiparat ohne Anwendung von Ammonium- 
sulphat bereitet war. Zur Erliuterung mag das _ folgende 
Experiment angefiihrt werden. 

Kin Edestinpriiparat wurde durch Abkiihlen eines warmen 
Kochsalzextracts aus Hanfsamen bereitet und das Priicipitat 
wiederholt aus warmer verdiinnter Salzlésung umkrystallisirt. 
Die Substanz wurde dann durch Decantation mit Wasser ge- 
waschen. Das erste, zweite und dritte Waschwasser enthielten 
infolge ihres Salzgehalts kein Edestin, aber das vierte und 
liinfte enthielten etwas. 

Es war nothwendig, 0,8 ccm. n/1o Kalilauge zu 10 ccm. 
des vierten Waschwassers hinzuzusetzen, um eine neutrale 
Reaction gegen Phenoiphthalein zu erzielen,  wiihrend 
genau die doppelte Menge fiir 20 ccm. erforderlich war. 
10 com. der Fliissigkeit enthielt 0,5777 g Edestin, bei 110° 
getrocknet, so dass 1,0 g des loslichen Edestins 1,59 cem. 
iio Alkali neutralisirte. Aehnlich erforderten 25 ccm. des 
liinften Waschwassers, welches 0.5320 g enthielt, zur Neu- 


tralisirung 0,7 ccm. n/10 Alkali, somit fiir das Gramm 1,32 cem. 


17" 
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LX g desjenigen Theils des Originalpriiparats, welcher 
sich bei erschOpfender Behandlung mit Wasser nicht aufléste, 
wurde genau neutral gegen Phenolphthalein durch 12 ccm. 
nio Alkali oder 0,66 ccm. auf das Gramm — das heisst, 
genau durch die Hilfte der Alkalimenge, die beim léslichen 
Theil erforderlich war. 

Ferner erforderte ein anderes Edestinquantum, aus dem 
alle in Wasser loslichen Verbindungen entfernt worden waren, 
und welches endlich, bei 110° getrocknet, 21,27 g wog, wenn 
neuerdings gewaschen und nicht getrocknet, 16,6 com. n.10 Alkali 
zur Neutralisation gegen Phenolphthalein oder 0,78 ccm. 
nio Alkali fiir jedes Gramm Protein. 

Auf Seite 256 ist die Methode beschrieben, durch welche 
ein Theil des Priiparats 23, der, neutralisirt, hauptsiichlich 
Sulphat abgibt, in ein krystallinisches Priparat verwandelt 
wurde, das hauptsiehlich Chlorid abgibt. Das so dargestellte 
Produkt wurde erschdpfend mit Wasser behandelt, bis nichts 
mehr daraus entfernt wurde, sodann wurde derjenige Theil, 
welcher ungelést’ blieb, gleichf6rmig in Wasser suspendirt, 
10 com. der Fliissigkeit entnommen und in einer zugest6pselten 
Klasche mit 1,5 cem. n/io Kalilauge und Phenolphthalein ver- 
mischt. Es bildete sich sogleich eine klare, rothe Losung, die 
O95 com. n1o Salzsiiture zur Neutralisation erforderte. Somit 
ergab sich, dass 0,55 cem. von dem Alkali durch die mit dem 
Edestin verbundene Siiure neutralisirt worden war. Durch 
Verdunsten und durch Trocknen des Riickstandes bei 110° 
wurde gefunden, dass die 10 ecm. 0,8152 g Edestin enthielten, 
woraus ersichtlich ist, dass ein Gramm der in Wasser un- 
lOslichen Mischung einen Siiuregehalt hatte, der 0,68 ccm. 
n1o Siure entspricht. Zwei andere iihnliche Versuche ergaben 
genau das gleiche Resultat. 10 cem. der Mischung wurden 
mit 10 ecm. 20° oiger Kochsalzlésung gemischt, nach Zusatz 
von Phenolphthalein) wurde darauf nio Kalilauge bis zur 
leichten rosa Fiirbung hinzugefiigt, hierfiir waren gleichfalls 
0.95 cem. erforderlich. 

In Wasser aufgel6ste Edestinpriiparate, die mit einer 
zur Losung ungeniigenden Menge Salzsiiure behandelt werden, 
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ergeben Loésungen mit einem Siuregehalt gleich 1,4 cem. 
nji1o Loésung auf das Gramm des geldésten Proteins. 

Aus allen diesen Thatsachen ist klar ersichtlich, dass der 
Siiuregehalt des in Wasser léslichen Edestinchlorids doppelt 
so gross ist wie der des unloéslichen Theils. 

Wenn das Edestinmolekiil zwei Atome Schwefel enthiilt, 
muss das Molekulargewicht 7250 oder ein Vielfaches davon 
tragen. Wenn der Siuregehalt des in Wasser loslichen Edestins 
gleich 1,4 eem. n/1o Saéure auf das Gramm ist, und wenn ein 
Molekiil Siéure sich mit einem Molekiil Edestin verbindet, um 
eine in Wasser lésliche Zusammensetzung zu bilden, wiirde 
das Molekulargewicht des Edestins 7129 sein. Aber da das 
in Wasser lésliche Edestin zweimal so sauer ist als das in 
Wasser unlosliche, so muss das erstere wenigstens 2 Molekiile 
Siiure enthalten, so dass das Molekulargewicht des Edestins 
ungefiihr 14258 oder ein Vielfaches davon sein muss. 

Wir haben so in diesen 2 Siiureverbindungen eine 
rationelle Erklirung fiir die von Ritthausen zuerst  be- 
obachtete Thatsache, dass ein Theil der meisten Edestinpriiparate 
in Wasser loslich ist, wihrend der Rest darin unl6dslich ist. 
Dass dies einem chemischen Unterschiede zwischen diesen 
zwel Theilen zuzuschreiben ist, war hodchst wahrscheinlich; 
trotzdem bestanden die Priiparate, die dieses Verhalten zeigten, 
ginzlich aus gleichartig gestalteten Krystallen. 

Dass diese zwei Verbindungen von verschiedener Zu- 
sammensetzung sowohl als die tibrigen Salze und das freie 
Kdestin in derselben Form krystallisiren, steht zu erwarten, 
da die Form des Krystalls durch das Proteinmolekiil bestimmt 
wird, dessen Gewicht iiberaus gross ist im Vergleich mit dem 
von einem oder zwei damit verbundenen Siuremolekiilen. 
Dasselbe Verhiiltniss findet sich bei den Verbindungen des 
Himoglobins, da die Krystalle des Kohlenoxydhiimoglobins 
denjenigen des Oxyhiimoglobins gleich gestaltet sind. Dieselbe 
Isomorphie tritt uns auch bei Mineralien von hohem Molekular- 
gewicht entgegen, wie es von Penfield und Foote (Penfield 
und Foote, Amer. Jour. Science, 8, 122, 1899) gezeigt wird, 
welche bemerken: «In Turmalin haben wir eine isomorphe 
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Verwandtschaft von sehr eigenthiimlicher Natur; denn in der 
siiure H,Al,(BoH),5i,0, konnen die neun Wasserstoffe in 
weitgehendem Maasse durch das dreiwerthige Metall Aluminium 
oder durch die zweiwerthigen Metalle Magnesium und Eisen 
ersetzt werden, ohne irgend eine entschiedene Veriinderung 
in der krystallinischen Form hervorzubringen. Dies lenkt die 
Aufmerksamkeit auf eine gewisse Art von Isomorphie, die, 
wie uns scheint, noch nicht mit gentigender Sorgfalt  be- 
obachtet worden ist, niimlich die Massenwirkung der die Kry- 
stallisation beeinflussenden und priifenden zusammengesetzten 
Radicalen. » 

Wenn dies der Fall bei einer Mineralsiiure ist, die nur 
(41) n Atome enthalt, so diirfen wir sicher erwarten, dass 
der Masseneinfluss eines Molekiils, das anniithernd (2000) n 
Atome enthilt, durchaus massgebend ist. 


4. Verhalten des Edestins zu grésseren Saurenmengen. 

Es ist seit Langem bekannt, dass Proteinsubstanzen sich 
mit Siiuren verbinden, und es ist allgemein gebrauchlich, die 
Menge der mit Produkten der gastrischen Verdauung verbun- 
denen Siituren zu bestimmen. In diesen Produkten wird je- 
doch die Siiure hauptsichlich durch Proteosen und Peptone in 
Verbindung gehalten, also durch Substanzen, die bekanntlich 
stiirker basische Eigenschaften haben, als die natiirlichen Pro- 
teine, von welchen sie herstammen. Panormoff!) hat vor 
Kurzem bestimmte Verbindungen von Ovalbumin mit verschie- 
denen Siiuren beschrieben; aber diese enthalten eine viel 
erossere Menge Siiure als die eben beschriebenen Edestin- 
verbindungen und sind zweifellos Verbindungen anderer Ord- 
nung. (Siehe vorstehende Abhandlung.) 

Ich habe jedoch den Beweis geliefert, dass Edestin auch 
mit dihnlich grossen Siuremengen Reactionen eingeht. 

Das Studium der Wirkung von Wasser und Siiuren aut 
Edestin hat gezeigt, dass eine hydrolytische Zersetzung des 
Edestinmolekiils hervorgerufen werden kann, durch welche ein 


1) Panormoff, Journ. der Russ. physiol.-chem. Gesellsch., 31, 99». 
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stiirker basisches Derivat gebildet wird, welches mit Alkalien 
und Salzldsungen ein Verhalten zeigt, das von dem des ur- 
spriinglichen unzersetzten Edestins giéinzlich verschieden ist. 
Es ist daher wahrscheinlich, dass diese siéurereicheren Ver- 
bindungen nicht Edestinsalze, sondern Salze eines  stiirkeren 
basischen Zersetzungsproduktes sind, das eine Zwischenstufe 
in der Umwandlung darstellt und einen Uebergang zum soge- 
nannten «Acidalbumin» bildet. Ob diese Verwandlung auch 
bei den anderen «genuinen Proteiden» stattfindet oder nicht, 
habe ich mit Sicherheit bis jetzt nicht feststellen kOnnen; aber 
es ist wahrscheinlich, dass es so ist. 

Die zu der Auffindung dieses Produkts fiihrenden Ver- 
suche sind in der vorangehenden Abhandlung mitgetheilt. 

Die Edestinpriiparate 11, 12 und 13 wurden in Mengen 
von je 1 g (lufttrocken) in Wasser suspendirt und nach und 
nach mit ni1o Salzsiiure versetzt, bis ein Tropfen der Losung, 
auf Porzellan verdunstet, mit Tropéolin eine deutliche rothe 
Reaction zeigte: hierzu waren jedesmal 12 ccm. nothig. Die 
Priifungen wurden dann wiederholt, indem jeder Losung 
11 ccm. Saure zugesetzt und darauf diese Menge durch all- 
mihlichen Zusatz in Mengen von je 0,2 ccm. unter fort- 
wihrender Priifung mit Tropiolin vermehrt wurde. Hierbei 
erforderte 1 g von Praparat 11 11,2 cem., von Praparat 12 
11,5 com. und von Priiparat 13 11,3 ccm. Indem wir diese 
Zahlen fiir die bei 110° getrockneten und aschefreien Prapa- 
rate berechneten und die urspriinglich in ihnen enthaltene 
Siure dazusetzten, fanden wir, dass 11 13,9 cem. erfordert 
hatte, 12 13,7 cem. und 13 14,1 ccm., eine Menge, die fast 
genau einer Verbindung von einem Edestinmolekiil mit 20 Siiure- 
molekiilen entspricht; angenommen, dass dieses Protein ein 
Molekulargewicht von anniihernd 14500 hat oder, in anderen 
Worten, genau zehnmal der Siiuremenge entspricht, die erfor- 
derlich ist, eine lésliche Verbindung mit 1 g Edestin zu_bilden. 
Kin schlagender Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme 
wurde durch Priifung mit Kaliumnitrat und Jod erlangt. 

Kine Reihe von fiinf Ein-Gramm-Portionen von Priiparat 11 
wurden in kleinen, glasgest6pselten Flaschen in Wasser suspen- 
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dirt und denselben je 4 cem., 5 cem., 6 ccm., 6,5 cem. und 


7,9 ccm. n/1o Salzsiiure hinzugesetzt, worauf noch jeder ein- 
zelnen Portion 7,5 ccm. einer Lésung von loslicher Stiirke. 
die 1°/o Kaltumjod und 1°/o Kaliumnitrit enthielt, zugesetzt 
wurde. 

Die 7,5 cem. Siiure enthaltende Portion wurde in 5 Mi- 
nuten durch und durch blau, indem die Farbe zuerst an dem 
oberen Theil der Losung erschien; diejenige mit 6,5 cem. fing 
in 11/2 Minuten an, am oberen Theil blau zu werden, und 
wurde innerhalb 12 Minuten ganz blau; diejenige mit 6 ccm. 
zeigte nach 5 Minuten an der Oberflache eine Spur von blau, 
die selbst nach 30 Minuten nur sehr leicht war und sich auf 
die iiusserste Oberfliiche beschriinkte; diejenige mit 5 cem. 
zeigte nach 15 Minuten an der Oberfliiche eine Spur von blau. 
die noch nach 11!/2 Stunden leicht war; diejenige mit 4 cem. 
verhielt sich wie die mit 5 cem., mit der Ausnahme, dass sich 
beim Hinzufiigen der Nitritldsung ein starker, bleibender Nieder- 
schlag bildete, wohingegen alle anderen Loésungen fast ganz 
klar blieben. Nachdem sie tiber Nacht in den zugestopselten 
Flaschen stehen gelassen waren, war der Unterschied zwischen 
den einzelnen Portionen viel ausgesprochener; denn aus denen, 
zu welchen 4, 5 und 6 ccm. Siéure hinzugefiigt worden war, 
hatte sich eine undurchsichtige gelbliche Gallerte abgeschieden, 
iiber welcher sich eine klare, blaue Gallerte befand, wohin- 
gegen die Portion mit 6,5 cem. eine diinne, blaue Gallerte 
bildete, die nur wenig von der undurchsichtigen Substanz ent- 
hielt und einen giinzlich verschiedenen Anblick gegeniiber der- 
jenigen mit 6 ccm. und weniger darbot. 

Daraus wiirde hervorgehen, dass dieses Edestinpriiparat 
sich inniger mit den Wasserstoffionen, die in 6 ccm. 
n/io Salzsiure enthalten waren, verband, als mit = den- 
jenigen, die in grésseren Mengen enthalten waren. Wenn wit 
die urspriinglich mit dem Edestin verbundene Saure = hinzu- 
setzen, kénnen wir schliessen, dass die 7 ccm. Saure ent- 
sprechenden Wasserstoffionen inniger mit dem Edestin  ver- 
bunden wurden als diejenigen, die in grésseren Mengen ent- 
halten waren. 
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5. Loslichkeit des Edestins in Salzsaure. 


Nachdem ich gefunden hatte, dass Edestin mit Salzsiiure 
ein in Wasser lésliches Salz bildet, unternahm ich es, die 
durch bestimmte Mengen dieser Séure aufgeliste Quantitiit zu 
bestimmen. Hierzu war es nothig, ein Priiparat darzustellen, 
das gegen Phenolphthalein so neutral wie moglich war und 
das zugleich frei von irgend einem hydrolytischen Zersetzungs- 
produkt von Kdestin (s. Seite 262) und so frei wie méglich von 
Asche war. 

Dies wird erreicht durch Ausziehen von Olfreiem Hanf- 
samenmehl mit 3°/oiger Kochsalzlésung von 60°, der so viel 
cesittigte Barytldsung hinzugesetzt wurde, um den Auszug 
neutral gegen Lackmus zu machen. Die hierzu erforderliche 
Menge war durch ein einleitendes Experiment mit 100 g von 
dem Mehl bestimmt worden. Es ist wichtig, einen Ueberschuss 
von Baryt zu vermeiden, da sonst Verbindungen von Edestin 
mit basischen Bestandtheilen des Samens sich zu bilden scheinen, 
die man spéter nur mit Schwierigkeit entfernen kann. 

Der heisse Auszug wird durch grobes Tuch colirt und 
der Riickstand abgepresst. Der sehr triibe Auszug wird auf 
grosse Papierfilter gebracht und ungefiihr 2 Stunden ruhig 
stehen gelassen. Wihrend dieser Zeit filtrirt ein Theil des 
Extractes durch und der Riickstand setzt sich in den Trichtern 
ab, so dass ungefiihr zwei Drittel der Lésung als triibe Fliissig- 
keit abgezogen werden kann, welch letztere nur wenig suspen- 
dirte Materie enthalt. Diese Lésung wird durch dicke Lagen 
von Filterstoff und perforirte, in weite Trichter gestellte Por- 
zcllanteller filtrirt, nachdem der ganze Apparat vorher mit 
3° oiger Salzl6sung von 70° C. ausgewaschen war. Durch 
eine derartige Filtration kann dieser Theil der Losung schnell 
vollkommen klar erhalten werden, auch kann das Filter mit 
heisser verdiinnter Salzlésung ausgewaschen werden, da_ in 
2 Stunden 2 Liter durch jedes Filter hindurchgehen. Wiihrend 
dieser Zeit geht das meiste von dem riickstiindigen Extract 
durch die Papierfilter, so dass der Filterriickstand ohne erheb- 
lichen Verlust fortgeworfen werden kann. Die klaren Ausziige 
werden in einer glasgestOpselten Flasche vereinigt und iiber 
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Nacht stehen gelassen, um auf 5° oder eine niedrigere Tem- 
peratur abzukiihlen. Das Edestin scheidet sich in Gestalt eines 
dichten Bodensatzes von Krystallen aus, von welchem die 1[.é- 
sung mittels Hebers abgetrennt wird. Da bei weiterer Ver- 
diinnung und Abkiihlung nur wenig ausfillt, so wird die ab- 
geheberte Fliissigkeit weggegossen. 

Das krystallisirte Edestin wird zunachst in 10°, iger 
Salzlésung aufgelést, am besten durch Zusatz eines Volumens 
2(0)°/oiger Losung, welches der bei den Krystallen nach dem 
Abhebern zuriickbleibenden Fliissigkeit gleich ist. Dann fiigt 
man so viel 10°/ sige Salzl6sung hinzu, dass die LoOsung etwa 
8°/o Edestin enthilt, da stirkere Losungen bei der weiteren 
Behandlung in der Regel nicht so gut krystallisirte Produkte 
liefern. Diese EdestinkochsalzlOsung wird auf 50° erhitzt und 
nach und nach mit 2 Volumen Wasser derselben Temperatur 
verdiinnt, wodurch eine vollkommen klare Losung erzielt wird. 
Beim Wiederabkiihlen auf 5° scheidet sich das Edestin krystal- 
lisirt aus. Durch Wiederholung dieses Verfahrens wird ein 
sehr reines krystallinisches Produkt gewonnen, welches wieder 
in geniigend 10°/oiger Kochsalzlésung, die frei von Kohlen- 
siiure ist, aufgeldst wird, um eine 8°/oige EdestinlOsung 
herzustellen. Ein aliquoter Theil dieser LoOsung wird mi 
n.io Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisirt und die zum 
Neutralisiren des Ganzen nothige Menge Alkali bestimmt. Die 
Edestinldsung wird dann in einem mit Glasstépsel versehenen 
Gefiiss auf 50° erhitzt und das doppelte Volumen  kolilen- 
siiurefreies Wasser derselben Temperatur, das 4 oder 5 ccm. 
mehr als die berechnete Menge von n/1o Alkali enthiilt, nach 
und nach hinzugesetzt. Die sorgfiltig gegen Kohlensiiure ge- 
schiitzte Mischung wird wihrend der Nacht zum Abkiihlen au 
5° stehen gelassen, die fast klare Lésung mittelst Stechheber 
entfernt und der krystallinische Niederschlag gesammelt au! 
ein Stiick dicken gehiirteten Filterpapiers von Schleicher 
und Schiill auf einen perforirten Teller gelegt. Das aus 
Krvstallen bestehende Priicipitat wird sehr schnell naliezu 
trocken gesaugt und zwei- oder dreimal mit 1°/oiger kolilen- 
siiurefreier und auf 0° gekiihlter Kochsalzlésung, dann dreina! 
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mit kohlenséurefreiem Wasser, zehnmal mit 70°/oigem Alkohol 
und oftmals mit absolutem Alkohol gewaschen, das Wasch- 
wasser und der Alkohol miissen eine Temperatur von 0° haben. 
Es ist néthig, dass das Auswaschen vollstindig und die Wasser- 
entziehung mit absolutem Alkohol griindlich ist, so dass nach 
dem Trocknen tiber Schwefelsiure kein Wasser zuriickbleibt, 
nachdem der Alkohol entfernt ist, da das Wasser einen Theil 
des Edestins in unlosliches Edestan verwandeln wiirde. 

In Folge der physikalischen Beschaflenheit des krystalli- 
nischen Edestins kann die Filtration, das Waschen und die 
Troeknung von 50—100 g des Priiparates innerhalb 20 Minuten 
vollendet werden. Auf diese Weise bereitete Priiparate waren 
entweder ganz oder sehr anniihernd neutral gegen Phenol- 
phthalein und giinzlich loslich in Salzlosung, sie enthielten 
nicht mehr als 0,02—0,03°/o Asche und bestanden aus feinen, 
klumpenfreien Pulvern, welche gleichf6rmig in Wasser suspen- 
dirt werden koOnnen und sich fast augenblicklich durch die erfor- 
derliche Menge von Siiure, Alkalien oder Salzen auflésen lassen. 

Es ist sehr schwierig, zu verhindern, dass das Edestin 
sich mit geringen Spuren Kohlensiiure verbindet, da es ohne 
Anwendung umstiindlicher und unbequemer Apparate unver- 
meidlich ist, dasselbe eine kurze Zeit der Luft auszusetzen. 
Zum Schluss waren 1 bis 2 ccm. n/100 Alkali erforderlich, um 
| g der meisten so bereiteten Priiparate zu neutralisiren. 

Dieses Verfahren ist ausfiihrlich beschrieben, da ich nicht 
im Stande war, ein passendes Edestin fiir die zuniichst zu 
beschreibenden Experimente herzustellen, bis ich diese Dar- 
~tellungsmethode in allen ihren Einzelheiten ausgearbeitet habe. 

Eine Reihe Grammportionen von Priiparat 28, wie soeben 
beschrieben, bereitet, wurden in glasgest6épselten Flaschen in 
geniigend Wasser suspendirt, um mit der spiter hinzugefiigten 
Sdure ein Volumen von 20 ccm. auszumachen. Zu_ einer 
Portion wurde keine Siure hinzugesetzt, zu der niichsten 
2 ccm. n/1oo Salzsiiture, zu der niichsten 3 cem. und dann 
{ ccm. mehr zu jeder folgenden Portion, bis zu 14 cem. 

Kine zweite genau gleiche Reihe wurde ebenfalls, mit 
6 cem. beginnend, bereitet. 
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Nachdem der Inhalt der Flaschen wihrend ungefihr zy; 
Stunden hiiufig umgeschiittelt war, wurden sie zwei weitere 
Stunden ruhig stehen gelassen, bis die suspendirte Substanz 
vollig abgelagert war. Von jeder Lésung wurden 10 cem, 
mit einer Pipette entnommen, der Siuregehalt einer jedey 
solchen 10 cem. betragenden Menge mit n/100 Kalilauge bestimyn; 
und dann alle getrennt auf einem Wasserbad bis zur Trockey- 
heit verdunstet und die Riickstiinde bei 110° zu constantem 
Gewicht getrocknet. Auf diese Weise wurden die in dep 
folgenden Tabelle gegebenen Resultate gewonnen. 


Tabelle XII. 
Durch n/100 Salzsiiure gelostes Edestin. 
































| | | | | . 
0 cem.|}2 cem.| 3 ecm. | 4 cem. ° ccm. |} 6 cem.| 7 ccm. a 
| : (H) 
| | | 
[ 0.0104 | 0,0082 0,0: 504 0),0526 0 o718 | 0,1400 | O,1876 f, 
II | —_ |;j—_— Pe | = 4 0,1460 | 0,1702.« 
| 
| | a cs a ia HC) 
&§ cem. 9 ecem. LO cem. 11 cem.)12 cem. 13 cem.14 cem. 7 : 
| | (iM) 
I 0.2576 | 0.3362 0.4358 | 0,5850 | 00,6816 00,7650 0.8406 g 
| | | | 
II 0.2458 | 0.3378 0.4336 | 0,5636 | 0,6590  0,7350) 0,8080 —¢ 
| | | | 


Der Siuregehalt der Loésungen und der Rtickstinde you 
Reihe 1 wurde durch Titrirung mit n/1oo Alkali und Phenol- 
phthalein mit folgenden Resultaten bestimmt: 

Tabelle XIII. 

Vertheilung der Siiure zwischen geléstem und ungelistem 

Edestin in n/1oo Sure ausgedriickt. 




















| . - HCl 
QO cem. 2 cem. | 3 ccm.) 4 ccm. | 5 cem.| 6 cem. | 7 ccm. | 100 
' | | 
| 
com. cem. | cem. | ccm. | cem. cem. | com, | 
0.0 0.0 00 | OO | Of 18 | 26 | Gelést. 
13 2,9 36 | 45 | 5,0 4.25 4,4 | Ungelist. 
3.6 6,02 4; O7 _ (iesammtmenze. 
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2 com. 9 cem, 10 cem. 11 com. 12 cem./13 cem. 14 ccm. 
: | | | | {00 
| | | | 
m. ccm. ccm. | cem. | cem. | ccm, | ccm. | 
a 5.0 | 6,8 8,6 | 106 | 12,2 | 13,6 | Gelost. 
A 4.0 3,6 24 | 1,9 | 1,0 | 0,8 | Ungelist. 
g 3 ; 90 10,4 11,0 12,5 | 13,2 | 14,4 | Gesammtmence. 
' | 


Edestins — das heisst: der betrag an n/100 Alkali, der neutra- 


lisirt wird von 1 g des in der Losung und den Riickstiinden 
von jeder einzelnen dieser Portionen enthaltenen Edestins — 
ist in der folgenden Tabelle gegeben. 

7 


Tabelle XIV. 
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Diese Menge betriigt 13,8 ccm. 


Der 1 g des gelisten und ungelisten Edestins von 
Tabelle XHI entsprechende Séuregehalt. 
¢ } 6 5 | , * r) ie) | HCl 
0 com.'2 eem.|3 cem.} 4 ecm.| 5 cem.!|6 cem.| 7 cem. | ae 
| | | |__ 100 
| | | | 
m ecm. | ccm, | ceom. | ccm. ccm. | ecm. | 
| | ie pe 
0.0 O00 | OO | 0.0 | 60 | 11,8 | 13,0 | Gelost. 
is | 33 | 43 | 54 | 64 | 68 | 64 | Ungelist. 
| | | | | 
an aga 2 7) HCl 
S ccm. 9 cem. |10 ccm. 11 cem.'12 cem..13 com. 14 cem.| 7 
| | | | 
| | | 
TH ecm. ccm. ccm, | ccm. ccm. ccm. | 
it | 143 | 15,1 | 140 | 151 | 15,6 | 16,0 | Geldst. 
7,0 7,3 8,0 8.0 94 | 85 | — | Ungelist. 


| 


| 


Aus dieser Tabelle geht hervor, dass 1 g der Substanz 
in den Losungen, zu weichen von 7—13 cem. Séure hinzu- 
worden war, fast dasjenige Quantum n/100 Alkali neu- 
‘ralisirte, welches fiir eine Verbindung von einem Molekiil 
Edestin mit zwei Molekiilen Salzsiiure berechnet wird, voraus- 
Heseizt, dass das Edestin ein Molekulargewicht von etwa 
hatte. 
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Da die Edestinmenge in vielen von diesen Portionen klejy 
war, so sind diese Bestimmungen meistens nur anniihernd 
richtig. Wie schon festgestellt, wurde eine Hiilfte von jeder 
dieser L6sungen bei diesen Experimenten mit der Pipette ab- 
gezogen und der Siiuregehalt und die Menge der gelistey 
Materie wurde, wie oben gezeigt, gefunden. 

Um bei Anwendung einer grésseren Substanzmenge den 
Siiuregehalt des gelésten Edestins genauer zu bestimmen, wurde 
der Rest jener Losungen von Reihe I, zu welchen 7—13 ccm, 
zugesetzt worden war, von dem ungeloésten Edestin decantirt, 
vereinigt und durch 20 ccm, n/100 Kalilauge neutralisirt. Durect; 
Verdunsten und Trocknen des Riickstandes bei 110° wurde 
gefunden, dass diese Lésung 1,4459 g Edestin enthielt, einem 
Siiuregehalt — 13,8 cem. n/ioo Alkali auf das Gramm over 
genau dem oben berechneten entsprechend. Aehnlich wurden 
die iibrigen Lésungen von Reihe I] durch 25 cem. n/100 Alkali 
neutralisirt und enthielten 1,6941 @ Edestin, einem Siuregehalt 
von 14,7 cem. auf das Gramm entsprechend. 

Aus diesen Thatsachen geht hervor, dass die durch die 
Siiure in Auflésung gebrachte Substanz den Siiuregehalt cines 
Dichlorids hat. 

Der Siiuregehalt des ungelOsten Edestins nimmt mit jeder 
Zunahme an zugesetzter Siiure ebenfalls zu, bis er in der 
6 cem. enthaltenden Portion 6,8 eem. auf das Gramm erreiclit, 
welches der Bildung eines Monochlorids entspricht. 

Wenn groéssere Mengen Siiure hinzugefiigt werden, }lcibt 
dieser Siiuregehalt des ungelésten Edestins fast unveriindert. 
nur eine sehr geringe Zunahme_ desselben ist bemerkhar. 
Dieser Ueberschuss an Siiture tiber das Monochlorid wird dure 
die Bildung einer kleinen Menge eines hydrolytischen Um- 
wandlungsproduktes vom Edestin, die ich als Edestan bhe- 
zeichnet habe, hervorgerufen. Edestan hat eine hdhere siure- 
bindende Kraft als Edestin und bildet mit Séure ein Salz, das 
sehr schwer in Wasser léslich ist. Die Bildung und die Eigen- 
schaften des Edestans sind eingehend in der vorhergehenden 
Abhandlung beschrieben. 4 
Tabelle XII zeigt, dass eine kleine Menge Edestin an- 
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echeinend, sowohl von Wasser, welchem keine Siiure hinzu- 
cesetzt wurde, als auch von einer solchen, der 2 ccm. zugesetzt 


worden waren, aufgeldst wurde. Dieses kleine Quantum ist 
einer geringen Menge an suspendirter Materie zuzuschreiben, 
die mit der Lésung abgezogen wurde, und ist nicht als gelostes 
Kidestin zu betrachten. In den 3, 4 und 5 cem. Saure ent- 
haltenden Portionen scheint etwas Edestin aufgelést zu sein: 
aber da diese, im Gegensatz zu den anderen, opalisirend und 
neutral waren, so ist es héchst wahrscheinlich, dass sie collodiale 
oder falsche Lésungen waren, die durch Edestin verursacht 
wurden, welehes durch einen localen grossen Ueberschuss an 
Siiure in Auflésung versetzt wurde, wobei die Siiure nachtriglich 
durch die Beriihrung mit freiem Edestin wieder entfernt war. 

Durch 6 cem. wurde etwas Edestin aufgelést; aber der 
ceringere Siiuregehalt dieser Portion zeigt, dass die ganze 
Menge nicht durch die Siiure in Lésung gebracht war. Von 
6 com, aufwirts ging eine gleichférmig zunehmende Menge 
Edestin in Losung tiber, bis nur ein unmerklicher Betrag bei 
Anwendung von 14 ccm. ungelést zuriickblieb. Wenn Edestin 
ein Molekulargewicht von 14500 hat und mit einem Molekiil 
sialzsiiure ein unldsliches Chlorid bildet, so wiirden etwa 6 ccm. 
nioo Salzsiure 1 g eines lufttrockenen Priaparats in dieses 
Chilorid verwandeln. Aus Tabelle XII ist ersichtlich, dass das 
Ldestin sich mit weniger als 6 cem. Siiure nicht auflést. Genau 
gecnommen, sollte sich mit weniger als 7 cem. nichts auflosen, 
uber dieses Priiparat hatte selbst einen Siiuregehalt von un- 
gelihr £ ccm. fiir das Gramm, denn die Wasserstoffionen 
betheiligten sich in einer so verdiinnten Lisung zugleich mit 
denen der Salzsiiure an der Bindung des Edestins, daher wurde 
eine entsprechende Menge gelist. Dass diese lisliche Siiure- 
verbindung von Edestin doppelt so viel Siiuremolekiile enthiilt, 
ils die unlésliche Siiureverbindung, ergibt sich aus dem Ver- 
hultniss der in Lisung gegangenen Siiure zu der gesammten 
hinzugefiigten Siiure. So neutralisirte die durch 10 cem. Siiure 
crhaltene Lisung 1,80 cem. mehr Alkali als die durch 9 cem. 
crhaltene, obgleich nur 1 cem. mehr Siiure hinzugesetzt worden 
War: die mit 11 cem. versetzte ebenfalls 1,80 cem. mehr 
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Alkali, als die mit 10 ccm. versetzte; nach Zusatz von 12 cen. 
neutralisirte die LOsung 2 cem. mehr Alkali, als die nach Zy- 
satz von 11 cem.; das heisst, nachdem alles Edestin in das 
unlésliche Chlorid verwandelt war, brachte jedes in der Folge 
hinzugesetzte Siiuremolekiil ein anderes Séauremolekiil, das 
vorher mit dem Edestin als ein unldsliches Chlorid verbunden 
gewesen war, zur Auflosung,. 

Wenn das Edestin ein Molekulargewicht von etwa 14500 
hat, so sollte jedes Cubikcentimeter n/100 Saure 0,1450 ¢ auf- 
lisen. Thatsiichlich bleibt aber die aufgeloste Menge hinter 
dieser Zahl zuriick, da sich ein stiirker basisches Umwandlunes- 
produkt, das Edestan (s. Seite 270), bildet. 

Edestan bildet mit grésseren Sauremengen Salze, die im 
Vergleich mit denen des Edestins weniger ldslich sind. Bei 
diesen Experimenten wurde ungefiihr 8°/o Edestan gebildet 
und folglich war der Betrag an gelistem Edestin fiir jedes 
Cubikcentimeter Siure geringer als berechnet. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu entnehmen, dass Edestin 
wie eine richtige Basis, lonenreactionen mit Salzséure eingeht, 
Dass eine schwache Basis sich in solch vollstiindiger Reaction 
mit Salzsiiure erkennen liisst, ist der Verdiinnung der Losung 
zuzuschreiben; denn wenn das Molekulargewicht des Edestius 
14500 betriigt, so ist eine Lésung, die 5°/o dieser Substiunz 
enthilt, fast iiquivalent einer ' 300 Normalldsung. 

Diese Methode zur Bestimmung der Menge des durch 
Salzsiiure in Losung gebrachten Edestins wurde weiterhin aul 
die salzsauren Verbindungen angewandt, die durch die friiler 
angewandte Methode gewonnen waren. Der einzige Unter- 
schied in der Ausfiihrung dieser Versuche bestand darin, diss 
die sauren Losungen durch kleine Filze von gewaschener 
Papiermasse mit Hilfe einer Pumpe filtrirt und jedes Filter 
nebst Riickstand mit 20 cem. Wasser ausgewaschen wurde. 

Da ein Theil jedes dieser Priiparate in Wasser Joslicli 
war — das heisst, aus wasserléslicher Siiureverbindung von 
Edestin bestand —, so wurde der in Wasser allein lésliche 
Antheil von demjenigen abgezogen, der nach Siiurezusatz |Oslich 
war. Die Differenz ergab die Menge Edestin, die von cer 
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segebenen Menge Siiure gelost worden war. Die so gewonnenen 
Resultate sind auf Tabelle XV gegeben. 


Tabelle XV. 


Durch n/100 Salzsiiure gelstes Edestinchlorid. 




















Priparat 1 ccm. | 2 ccm. | 3 ccm. | 4 ecm. | 5 ccm. | 6 cem. 
| 
| 
| | . | 
Nr. 2 I 0.1041 | 0.2306 | 0.3291 | 04726 | 05426 . 0.6301 
II a : 0.2451 | 0.3279 | — | 0.5301 | 0,6025 
| | 
Xr. 4 0.0920 | 0.2300 | 0.3260 | 0.4425 | 0.5681 | 0,6380 
et See eee ee NR Wee ER. 
| | | 
Nr. ii =! 0.1194 | 0.2540 | 0.3679 | 0.4445 | 0.4950 | 0.5085 
I 0,0738 | 0.1969 | 0.3398 | 0.4498 | 0,5369 | 0,6068 
| | | | 
— << | a! ie mat ini {| | 
Nr. lad I 0.0916 | 0.2235 . 0.3250 | 0.4332 | 0.5528 | 0,5762 
I 0.1015 | 0,2291 | 0.3455 | 04445 | 0,5365 | — 
_ ao: wees eee fo _ 
Nr. 20 I 0.1295 | 0,2655 | 0,3761 | 0.4790 | 0.5115 i_-« 
I] ojtio| — | Gehl — | —, | «= 
HT 0.0870 | 02095 | 0.3335 | 0,5125 | 0,6035 | — 
IV 0,0745 | 0.2055 | 0,2935 , 0,4030 | 04625 | — 
| | | | 
Mittleres Verhiiltniss obiger Zahlen. 
| | | 
Nr. 2 01041 | 0,2409 | 0,3285 | 0.4726 | 0.5364 , 0,6163 
¥ : _ | tl _ 
Nr. 4 0,0920 | 0,2300 | 0,3260 | 0,4425 | 0,5681 | 0,6380 
Nr. 11 0.0966 | 0.2254 | 0.3539 | 0.4472 | 0.5160 , 0.5577 
Nr. 45 0.0966  0,2263 | 0,3352 | 0,4388 | 0,5446 | 0.5762 
Nr. 20 0,1012 | 9,2268 | 0,3379 | 0.4648 | 0,5258 | — 





Obgleich betriichtliche Unregelmissigkeiten unter diesen 
Zahlen bemerkbar sind, so sind die Resultate doch so gleich- 
lormig, wie wir es von ihnen unter den gegebenen Versuchs- 


bedingungen erwarten konnten. 


Ks muss bemerkt werden, 


dass die gréssten Unterschiede in den Fiillen gefunden sind, 
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wo die kleinsten und die groéssten Siuremengen angewandt 


wurden, das heisst, da, wo geringe Abweichungen in den Ver- 
suchsbedingungen naturgemiiss die grésste Abweichung in den 
Resultaten hervorrufen mussten. 

In der Tabelle wird nur etwa 60°/o Edestin, als durch 
die angewendete Siiure gelist, angegeben. Dies ist dem Um- 
stande zuzuschreiben, dass die tibrigen 40°/o aus Wasser, 
Asche, in Wasser léslichen Siiureverbindungen von Edestin 
und aus einer geringen Menge des hydrolytischen Zersetzungs- 
produktes, Edestan, welches in SalzlOsungen unloslich ist, be- 
standen. Es war daher noéthig, nur ungefahr 6 ccm. Siiure 
hinzuzusetzen, um alles in jedem Priparat enthaltene Edestin- 
monochlorid zur Aufldsung zu bringen. 

Die folgende Tabelle gibt das mittlere Gewicht in Grammen 
der auf den Cubikcentimeter n/io Salzsiiture nach jeweiligem 
Siiurezusatz in LOsung enthaltenen Edestinmenge. 


Tabelle XVI. 
Per Cubikcentimeter n/1o Salzsiiure gelOstes Edestin- 
chlorid: 

















3 ccm. | 4 ccm. | 5 ccm. | 6 ccm. 


Priiparat 1 ccm. | 2 ccm. | 
| 
| 
| 
| 
| 
} 





Nr.2.... .] 0,1041 | 0,1204 
Nr. 4... . - 4 09,0920 | 0,1150 
Nr. 41 . . . «| 00966 | 0.1127 | 
Nr. 15... .] 0,0920 | 0.1131 | 0,1117 | 
Nr. 20... «| 0,1012 | O16 0,1126 | 

| 


| 
j 


0.1095 | 0.1181 | 0,1073 | 0.1027 
0,1087 | 0,1106 | 0.1136 | 0.1063 
| 0.1118 | 0,1032 | 0,0920 
0,1097 | 0,1089 | 0.0960 
0.1162 | 0.1052 | 0.1022 


01179 | 











Diese Resultate, obschon nicht so iibereinstimmend wie 
diejenigen, die mit reinem und neutralem Edestin gewonnen 
wurden, sind dennoch im Einklang mit denselben. 

Um zu finden, welche Wirkung die Natur der mit dem 
Edestin verbundenen Siure auf die Léslichkeit des Edestins 
in Salzsiure hat, wurde eine ihnliche Reihe von Bestimmunge!! 
mit Priiparat 13 gemacht, welches griésstentheils aus Edestin- 
sulphat bestand, das durch Sittigung eines Auszugs mit Am- 
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moniumsulphat und durch Dialyse der Lésung des so erzeugten 
Niederschlages gewonnen war. Die erlangten Ergebnisse waren 
folgende: 


Tabelle XVII. 


Durch n/1o Salzsiiure gelistes Edestinsulphat. 





| 
Priiparat QO ccm. | 2 ccm. | 3 ccm. | 4 ecm. | 5 cem. | 6 cem. 





Nr. 18). . - | 0,0000 | 0,0150 | 0,0420 | 0.0825 | 01500 | 0.3070 
| | | | 





| 
| 


» lo | | | 
Priiparat 7 ccm. | 8 ccm. | J cem. | 10 ecm. , {1 ccm. | 12 ccm. 
' } | 





0,5616 | 0,6860 | 0,7521 | 0,8378 
| | 





| 
Nr. 130... . | 0.4435 | 0,4776 
| 


Aus diesen Zahlen ersehen wir, dass sich sehr wenig 
Edestin mit weniger als 6 ccm. Hydrochlorsiiure auflést — 
das heisst, es lost sich nicht eher auf, als bis das Sulphat in 
Chlorid verwandelt worden ist. Ueber 7 ccm. hinaus verhiilt 
sich die Losung analog der des Edestinchlorids. Es ist augen- 
scheinlich, dass die gebundene Schwefelsiiture nur wenig zur 
Losung des Edestins beitriigt, da das Sulphat dem Dichlorid ent- 
sprechend in Wasser unloslich ist. 

Umstehende Curventafel zeigt auf einen Blick die Loéslich- 
keit dieser verschiedenen Edestinpriiparate und ihrer Salze. 


6. Léslichkeit des Edestins in Schwefelsaure. 

Priiparat 23, das, wie ich auf Seite 256 gezeigt habe, 
fast reines Edestinsulphat ist, erforderte nahezu zehnmal so viel 
hio Schwefelsiure zur L6sung, als Edestinchlorid an n/10 Salz- 
siiure erfordert hatte. Es war daher nothig, eine n/10 Siiure 
anzuwenden, um iihnliche Experimente, wie die eben be- 
schriebenen, auszufiihren; aber in der folgenden Tabelle ist der 
Betrag an Séure, in n/100 Lésung ausgedriickt, festgestellt, um 
beim Vergleichen der Zahlen mit denjenigen auf den vorher- 
gehenden Tabellen einen Irrthum auszuschliessen. Dieses 
Priparat hatte einen urspriinglichen Siiuregehalt, der 10 ccm. 


18* 
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einer n1ioo Lésung auf das Gramm gleich war, und da sich 
davon nichts in Wasser léste, so ist dieser Betrag an Siiure 
zu demjenigen hinzuaddirt worden, welcher dem Priaparat zu- 
sesetzt wurde, so dass alle vorhandene Siiure, auf die das 
Edestin reagiren konnte, hier in Anschlag gebracht worden ist. 





Tabelle XVIII. 
Durch n/100 Schwefelséure geléstes Edestinsulphat. 


Betrag des Edestinsulphats in Grammen: 





Nr. 23 | 10 ccm. | 20 cem.| 30 cem. | 40 ccm. 50 ccm. | 60 cem. | 70 cem, 
| | 
0,1750 | 0,4355 | 0,6245 | — | 09075 





0,0000 | 0,0705 
0.0000 | 0,0510 





| 0,2280 | 0,6950 | 0,8680 | 0,9088 

| | | 

Betrag des per Cubikcentimeter n/1oo H,SO,-Losung 
gelosten eo 


| 
| 
| 








0,0000 | 0,0035 | 0,0058 0,0109 | 0.0125 | | 0,0130 
0,0000 | 0,0026 | 0,0076 | 0,0118 | 0,041: 30 | 001 0,0145 | 0,0130 
| | | | | | 
Siiuregehalt der Edestinsulphatlosung : 
ecm. ccm, ccm, | ccm, | ccm, | com. | ccm. 
0,0 | 3,0 6,0 | 18,0 | 33,0 | — | 67,0 
| 0.0 | 2,0 | 8,5 | 21,5 | 37,5 | 57,0 | 64,0 
Siuregehalt der Lésung per Gramm des gelisten Edestins : 
eem. =| ccm. ccm. ccm. | ccm. | ccm. com, 
00 | 430 | 3538 | 443 | 529 | — | 73.7 
0.0 | 32,2 37,3 454 | 54.0 | 65,7 71,0 


- en 

Aus diesen Zahien geht deutlich hervor, dass ein viel 
grosseres Quantum Schwefelsiiure als Salzsiiure erforderlich ist, 
um eine gegebene Menge Edestin aufzulédsen. Das Edestin- 
sulphat, welches dem Dichlorid entspricht, ist in Wasser unlés- 
\ lich. Ob die mit einer geniigenden Menge Schwefelsiiure ge- 
hildete lisliche Verbindung ein Edestinsalz ist, oder ob zuerst 

ein hydrolytisches Umwandlungsprodukt erzeugt wird, welches 






































Thomas B. Osborne. 


losliche Verbindungen mit der grdésseren Menge Schwefelsiiure 
bildet, wurde nicht festgestellt; aber das Verhalten des Edestins 
mit Salzsiure spricht fiir letztere Auffassung. 


7. Die Loslichkeit des Edestins in Phosphorsaure und Essigsaure. 

Phosphorsiiure reagirt auf Edestin wie eine einbasische 
Siiure in Uebereinstimmung mit ihrer bekannten Zersetzung in 
die Ionen H' und H,PO‘,. 

Kin Gramm des lufttrockenen Priiparats, in 6 cem. Wasser 
suspendirt, wurde vollstiéndig aufgelést, als es mit 14 ccm, 
einer n/1oo LOsung von Phosphorsiiure behandelt wurde. Mit 
15 cem. wurden 0,8920 g aufgelOst, was sehr annihernd die 
berechnete Menge, niimlich 0,9230 g ist. 

Essigsiiure reagirt gleichfalls auf nahezu den berechneten 
Betrag Edestin, da ich fand, dass 13 ecem. n/100 Losung 
QO,8804 g auflosten. 

Diese beiden Séuren losen etwas mehr Edestin auf, als 
es eine aquivalente Menge Salzsiure thut, von der 13 ccm, 
nioo LOsung ungefiihr 0.7770 g¢ lésen. Dieser Unterschied 
scheint der Bildung von verschiedenen Proportionen des 
basischeren Edestans zu verdanken zu sein, wie es die folgenden 
Kxperimente zeigen. Zu drei Grammportionen Edestin, in 6 ecm. 
Wasser suspendirt, wurden je 14 cem. einer n/100 LOsung von 
jeder dieser Siiuren hinzugesetzt. Nach ungefihr zweistiindigem 
Stehen bei 25° war die Siiure in jeder genau neutralisirt, und 
ein gleiches Volumen 20°/oiger Kochsalzl6sung wurde hinzu- 
gesetzt. Die in der Salzsiiureportion gebildete Menge an un- 
lislichem Edestan betrug 0,1786 g, in der Phosphorsiure- 
portion 0,148% g und in der Essigsiiureportion 0,0565 g. Diese 
Resultate sind anniihernd in Uebereinstimmung mit dem Grade 
der lonisirung dieser Siiuren und scheinen die relative Un- 
vollstiindigkeit der Reaction mit den betreffenden Siéuren zu 
erkliren. 


8. Die Léslichkeit des Edestins in Salpetersaure. 


Salpetersiiure list Edestinchlorid in fast demselben Ver- 
hiiltniss auf, wie Salzsiiure: aber um das neutrale Edestin be! 
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ungefiihr 20° aufzulosen, ist eine gréssere Menge von der 


ersteren Siiure erforderlich, als von der letzteren. Bei 35° 
wurde 1g neutrales Edestin (lufttrocken, entprechend 0,9300 g 
bei 110°) vollstiindig durch 14 cem. n/100 Salpetersiiure auf- 
selist, aber mit 12 ccm. blieb bei dieser Temperatur viel un- 
celist zuriick, Bei 20° wurde 1 g durch 20 ecm. vollstiindig 
aufgelést, alles mit Ausnahme von sehr wenigen Milligrammen 
wurde durch 19 ecm. gelost, wéahrend mit 18 ccm. viel un- 
gelost blieb. 

Dieses Saéurequantum ist in so naher Uebereinstimmung 
mit dem fiir die Bildung eines Trinitrats erforderlichen, dass 
die Bildung eines solechen als sehr wahrscheinlich gelten muss; 
freilich steht ein unumstosslicher Beweis dafiir noch aus. 

Dass eine Verbindung mit zwei Molekiilen Salpetersiiure 
vorhanden ist, welche sich in warmem Wasser leichter lést 
als in kaltem, steht im Einklang mit dem bekannten Ver- 
halten dieser Siure gegen Proteosen, einige andere Proteine 
und die Histone. 

Kin ausgedehnteres Studium dieser Frage ist nOthig und 
ich werde dasselbe so bald als moglich in Angriff nehmen. 


III. Verbindungen von Edestin und Alkalien. 


Ks ist wohlbekannt, dass Proteinsubstanzen auf Alkalien 
ebensowohl wie auf Siiuren reagiren, in welcher Hinsicht sie 
genau den Purinbasen gleichen, die, als ausgesprochene Basen, 
mit Situren Salze bilden und auch im Stande sind, gleich 
schwachen Séuren, mit Basen bestimmte Verbindungen zu 
bilden. 

Viele Versuche sind vergeblich gemacht worden, be- 
stimmte Verbindungsverhiltnisse der Proteine mit Basen, be- 
sonders mit den schweren Metallen, festzustellen. Die Haupt- 
ursache fiir das Misslingen dieser Versuche liegt darin, dass 
das kleine Siurequantum, welches diese Substanzen noch ent- 
halten, wenn ihre Loésungen gegen Lackmus neutral gemacht 
werden, tibersehen worden ist, und ferner darin, dass Salze 
(der schweren Metalle hydrolytisch in einem solchen Umfange 
zersetzt werden, dass es schwierig oder unmodglich ist, die 
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seeigneten Bedingungen fiir die Bildung bestimmter definirter 
Metallverbindungen der Proteine zu verwirklichen. 

Die zuniichst zu beschreibenden Experimente zeigen, dass 
Edestin sich in bestimmten Mengenverhiltnissen mit Kalium 
und Natrium verbindet. 


1. Loslichkeit des Edestins in Natriumhydratlosung. 

Priiparat 31, welches streng neutral war, wurde benutzt, 
um die Loslichkeit des Edestins mit bestimmten Mengen yon 
Natriumhydrat nach einem idhnlichen Verfahren festzustellen, 
wie oben die Loéslichkeit des Edestins mit bestimmten Salz- 
siiuremengen ermittelt war. 

Grammportionen des lufttrockenen Praparats wurden. in 
glasgestOpselten Flaschen in genugend  kohlensiiurefreiem 
Wasser suspendirt, um mit der spiiter hinzuzufiigenden Alkali- 
losung ein Volumen von 20 cem. auszumachen. Zu der 
ersten wurden 2 ccm., zu der zweiten 3 ccm. und so fort 
bis auf 7 ccm. ni100 Natronlauge hinzugesetzt. Nachdem wiih- 
rend einer Stunde hiiufig umgeschiittelt. war, wurden die 
Losungen eine weitere Stunde zum Abkliiren stehen gelassen, 
wiihrend welcher Zeit sich die ungeléste Materie absetzte. 
die LOsung fast klar zuriicklassend. Von jeder Portion wurden 
10 ccm. mit einer Pipette abgezogen, bis zur Trockenheit 
verdunstet und der Riickstand bei 110° bis zur Gewichtsconstanz 
getrocknet.. Die durch jedes einzelne Quantum hinzugesetzten 
Alkalis geléste Menge ergibt sich aus der folgenden Tabelle: 


Tabelle XIX. 
Die durch eine n/1oo Natronlauge geléste Menge von 
destin 31. 





= ‘ | , > | - | Nal i 
2 ccm. 3 cem. | 4 ccm. | 9 ccm. 6 ccm. | ¢ ccm. | - i 
| OW) 





0.1244 0.2564 0,4358 0.6086 0.7834 | 0.8990 _gelistes Bilestin 
| | | | 

Die pro Cubikeentimeter mit jedem_ einzelnen  hinzu- 
gesetzten Alkaliquantum geléste Menge Edestin war in Grammen 


die folgende: 






































2 Se ee i 








4 . ws enue 











Der basische Charakter des Proteinmolekiils. ete. 


Tabelle XX. 


Die pro Cubikcentimeter n/100 Natronlauge geliste Menge 





yon Edestin 31. 


» , = . } la | NaOH 
2 cem. 4 ccm. | 4ccm. | 9ccm. | 6 ccm. | ¢ ccm. “4 
OO 





| 
(0.0622 O.085d | 0,1090 | 0.1217 0.1306 | 0.1283 — gelistes Edestin 


Diese Zahlen zeigen, dass die pro Cubikcentimeter geliste 
Menge regelmiissig ansteigt, bis sie mit 6 und 7 ccm. ein 
Maximum erreicht. Dies liegt an der Schwierigkeit, mit 
welcher alles lésliche Natriumedestin von dem grossen Quantum 
ungeljst zurtickbleibenden Edestins zu trennen ist. Dies ist 
besonders beim Zusatz kleinerer Alkalimengen der Fall, da 
die grosse Ausdehnung der Oberfliiche, die das feine kry- 
stallinische Pulver darbietet, das lésliche Natriumedestin ad- 
sorbirt, und da es ausserdem eine nicht diffusible Substanz 
ist, so wird diejenige Menge Natriumedestin, das sich inner- 
halb der festen Partikeln bildet, nur mit Schwierigkeiten ent- 
fernt. Mit zunehmenden Alkalimengen vermindert sich der 
Antheil ungelésten Edestins und der auf jeden Cubikcentimeter 
entfallende geloste Antheil vermehrt sich, bis er ein Quantum 
erreicht, das nur wenig hinter dem fiir eine vollstindige 
leaction zwischen einem Molekiil Edestin und einem Molekiil 
Natronlauge berechneten zuriickbleibt. 

Kine andere Reihe von Grammportionen von Priiparat 30, 
wovon 1 g einen Siiuregehalt hatte, der 2 cem. n/ioo Natron- 
lauge zur Neutralisation erforderte, wurde in derselben 
Weise behandelt wie die vorhergehende und die folgenden 
Mengen wurden als gelist ermittelt. 


Tabelle XXI. 


Durch n/1oo Natronlauge geléste Menge vom Edestin- 
praparat 30. 





: | a | | | NaOH 
1 ccm. 2 cem.3 cem.|4 ecm.'5 cem.6 cem.7 cem.'8 com. 9 cem. , 
| | | | 400 
| | | | 





Y.0890 0.0940. 0.1636) 0.3208, 0.4800 0,6060 0,7120 0.8188 0.8782 gel. Edestin 
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In diesem Falle ist die Wirkung der in diesem Priiparat 
enthaltenen Kohlensiiure klar zu erkennen, da 9 cem. yon 
dem Alkali erforderlich waren, denselben Betrag aufzulosen, 
den 7 cem. von dem vollkommen neutralen Priiparat 31 anf- 
losten. Die kleine Menge, die durch 1 und durch 2 cem. auf- 
gelost erscheint, bestand grdsstentheils aus  suspendirter 
Materie, welche unvermeidlich mit der Lésung abgezogen wird, 
Die Uebereinstimmung dieser Resultate mit denjenigen, die in 
dem ersten Experiment gewonnen wurden, wird am_ besten 
durch die Loslichkeitscurven auf Seite 286 gezeigt. 


2. Léslichkeit des Edestins in Kaliumhydratlosung. 
Priiparat 28, von dem 1 g 2 ccm. ni10oo Alkali zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein erforderte, wurde mit 
einer n/1oo Kalilauge in derselben Weise wie bei den Yer- 
suchen mit Natronlauge behandelt. Tabelle XXII gibt in 
Grammen die durch die verschiedenen Mengen Alkali aufge- 
gelosten Gewichtsmengen an. 


Tabelle XXII. 


Durch n/100 Kalilauge gel6ste Menge von Edestin 28. 





| é 
; = : ms ‘ KOH 

1 cem.2 cem.3 ecem. +4 cem.'d cem.6 cem.'7 cem.'8 ecem. 7 
OU 





— 00,0150 0,938 0.1944) 0.3294 0.4772 0.7592. 0,8500 gelostes Edestin 


Die fiir jeden Cubikcentimeter iiber 2 ccm. aufgeloste 
Menge war folgende: 
Tabelle XXIII. 


Fiir je 1 cem. n100 Kalilauge aufgeloste Menge: 








*) , ~ . j - | 4 KOH 
3 cem. 4cem. | Dd ccm. 6 cem. | 7 ecm. S ccm. , 

| (HM) 

; | in . | — ungelist 
O.0O988 | 0.0972 O.1098 0.1193 O1518 | O14417 si 


| 
1 


Beir diesem Versuch, ebensowie bei denen mit; Natron- 
lange, nahm der Antheil des gel6sten Edestins zu in dein 
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VMaasse, wie der Antheil des ungelosten Edestins sich verminderte ; 
‘ndem der durch 8 cem. geloste Betrag demjenigen fast gleich 
war. welcher fiir eine vollstandige Reaction zwischen einer 
cleichen Anzahl von Molekiilen jeder der beiden Substanzen 
herechnet wurde. Die etwas hohere Zahl, die fiir 7 ccm. ge- 
funden wurde, ist zweifellos einem Versuchsfehler zuzuschreiben. 
Man kann dies auch aus der plétzlichen Erhebung in der auf 
Seite 286 gegebenen Curve, welche die Resultate dieses 
Experiments angibt, entnehmen. 

Eine andere Reihe von Grammportionen von Edestin 30, 
die in derselben Weise wie 28 mit n/100 Kalilauge behandelt 
worden waren, gaben die folgenden Resultate: 


Tabelle XXIV. 


Durch n/1oo Kalilauge geliste Menge von Edestin 30. 





| eem. 2 ccm. 3 cem. 4 ¢em.'d ecm. 6 cem. 7 ccm. 8 cem. 9 cem. 10 com. 





),0586 0,0574 0.1146 0,2496 0,3984.0,5220 0,6292 0,7726 0,8120 0,8558 vate 

Diese Resultate sind fast dieselben wie die mit Priiparat 28 
sewonnenen, indem die durch weniger als 7 ccm. geloste 
Gewichtsmenge ein wenig hoher ist, als in der ersten Ver- 
<uchsreihe, wihrend die durch mehr als 7 ccm. geléste Menge 
ein wenig niedriger ist. 

Angenommen, dass eine richtige LoOsung erst mit 3 ccm. 
beginnt, haben wir in der folgenden Tabelle die pro Cubik- 
centimeter mit jedem einzelnen Quantum hinzugesetzten Alkalis 
gelosten Mengen. 


Tabelle XXAV. 


Per Cubikeentimeter n/i00 Kalilauge geléstes Edestin 30. 





| 


KOH 


> com. & cem.d cem.6 cem.i7 cem.& com. 9 cem. 10 cem. 
| j (H) 


| 





1146 01248 0.1328) 0.1305) 0.1258 0.1288 0.1160) 0.1060 gelistes Edestin 
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Wie diese Tabelle zeigt, ist der pro Cubikcentimeter mj 
) bis & cem. geloste Betrag ungefihr 15 mg weniger als dep 
fiir eine vollstandige Reaction zwischen einer gleichen Anzah| 
Molekiilen des Proteins und des Alkalis berechnete. Der Mass- 
stab, nach welchem dieses Priiparat sich aufliste, ist gleich- 
formiger als derjenige, nach welchem Priiparat 28 sich auf- 


loste, indem die Wirkung der Adsorption bei diesen Experi- 
menten mit Priiparat 80 viel geringer war als bei Praparat 28. 
Wahrscheinlich ist dies dem Umstand zuzuschreiben, dass die 
Krystalle von 30 viel grOsser waren als diejenigen von 2s. 
und daher war bei dem ersteren eine viel kleinere Oberfliiche 
fiir die Adsorption des loslichen Edestins vorhanden. 

Kin ahnliches Experiment wurde mit einem = andern 
Priiparat — Nr. 25 — mit tolgenden Resultaten angestellt: 


Tabelle XX VI. 


Der durch eine n/100 Kalilauge geléste Betrag von Edestin 25. 





| | | | pire wee eee 
| le ' | | | KOH 
2 ccm. 3 ccm. + cem.6 ccm. 8 cem.9 ccm. 10 com. | 12 com. | 13 com. | : 
| | | | § 100 





0,0058 0,0048) 0,1380) 01588) 0.2694 0.3594 0,5044 0,7790| 0,8678 wl. Elst 
| i pee | 

Ks wurde gefunden, dass dieses Priiparat, welches bei 
der ersten Fiillung vollkommen neutral gegen Phenolphthalein 
war, zur Neutralisation von 1 g 4 ccm. n/ioo Alkali er- 
forderte, nachdem es gewaschen und getrocknet war, jedocl 
ohne besondere Massregeln zum Abschluss der Kohlensiure. 
Diese waren nicht angewandt, da die Nothwendigkeit derselben 
zur Zeit, als das Priiparat bereitet wurde, noch nicht erkann! 
worden war. 

Aus den Losungen, zu welchen 2 und 3 ecm. Alkali hin- 
zugesetzt worden war, schied sich das unldsliche Edestin al, 
die Lésung blieb fast ganz klar und ohne Opalescenz. — [in 
Gegensatz zu Priiparat 28 loste sich dieses Priaiparat zuers! 
langsam, indem nur 0,0200 gmehr durch 6,0 als durch 4,0 ccm. 
gelst wurden. Von 6 cem. aufwiirts nahm die Loéslichkeit nach 


fast demselben Massstab wie bei den andern Versuchen Zu. 
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Dass durch das Kaliumcarbonat, welches sich erst aus 
der in dem Edestinpraparat vorhandenen Kohlensiiure bildete, 
nicht mehr Edestin gelést wurde, ist dem leichten Grad 
hydrolytischer Zersetzung dieses Salzes zuzuschreiben, da die 
Menge der Hydroxyl-lonen nicht geniigt, um eine merkliche 
Losung des Edestins zu veranlassen. 

Umseitige ‘Curventafel Nr. 2 zeigt die Ergebnisse der 
Alkaliversuche und macht die Wirkung der kleinen Menge 
Kohlensiure, welche einige von den Priiparaten enthalten, sehr 
augenscheinlich. 

Priiparate, welche Edestin-Mono- und -Dichlorid gemischt 
enthalten, werden vollstiindig aufgelést, wenn sie in Wasser 
? suspendirt werden und ein Ueberschuss n/100 Kali- oder 
Natronlauge zugesetzt wird, der gleichwerthig ist mit ungefiihr 
7 ccm, auf das Gramm des Edestinchlorids. Die durch einen 
kleineren Ueberschuss Alkali geléste Menge solcher Edestin- 
priparate kann nicht bestimmt werden, da die LoOsung, aus 
welcher das ungeldste Edestinchlorid sich abscheidet, beim 
Stehen milchig wird und nicht filtrirt werden kann, weil sie 
mit freiem, aus dem wasserldslichen Dichlorid herrtihrenden 
Edestin iibersittigt ist. 

Losungen von Natrium- oder Kaliumedestin werden nach 
mehreren Stunden tribe und scheiden allmihlich einen Theil 
| des Proteins aus der so gebildeten iibersiittigten Lésung ab. 
s Losungen von Calcium- oder Baryumedestin, welche nur bel 
Gegenwart eines viel grdésseren Ueberschusses dieser Basen 





cebildet werden, sind viel weniger haltbar als diejenigen von 
Natrium- oder Kaliumedestin und scheiden bald einen grossen 
Theil des gelésten Proteins zusammen mit einem betriichtlichen 
Theil des Erdalkalis ab. Wahrscheinlich ist die Substanz, 
welche sich aus den Lésungen dieser Verbindungen abscheidet, 
cin Umwandlungproduct von Edestin; aber dies ist bis jetzt 
noch nicht festgestellt worden. 

Losungen von Natrium- oder Kaliumedestin werden durch 
dusserst kleine Mengen von neutralen Salzen gefillt; sie bleiben 
jedoch unveriindert auf Zusatz von Nichtelektrolyten, wie Zucker 
oder Alkohol, es sei denn, dass der letztere in grosser Menge 
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zugesetzt werde. Der so erzeugte Niederschlag wird schnell 
und vollstiindig gelést durch Zusatz einer geniigenden Menge 
von Kochsalz. In dieser salzhaltigen Losung zeigen diese 
Mdestinverbindungen die Eigenschaften von Globulin. 

Gegen Salze verhalten sich Kalium- und Natriumedestin 
wie Edestindichlorid. Bei Abwesenheit von Salzen sind die 
wiisserigen LOsungen all dieser Verbindungen klar und ihneln 
in keiner Weise opalisirenden collodialen Losungen. bei einem 
(eherschuss an Kochsalz sind die Lésungen ebenfalls klar. 


IV. Loslichkeit des Edestins in Natriumcarbonat- 
losung. 


Kine Reihe von Grammportionen von Edestin 30 wurde 
in verschlossenen Gefiissen suspendirt, in welchen sich geniigend 
Wasser befand, um ein schliessliches Volumen von 20 ccm. 
mit der spiiter hinzuzusetzenden n/1o Natriumcarbonatlésung 
auszumachen. Nach dem Zusatz der in der Tabelle gegebenen 
Mengen n/1o NatriumearbonatlOsung und nach hiiufigem Schiitteln 
wurden die Losungen stehen gelassen, bis die suspendirte 
Materie sich abgelagert hatte. Da die 0,2 cem., 0,4 cem. und 
0.6 ccm. enthaltenden Portionen sich langsam abschieden, so 
wurden dieselben durch reines Papier filtrirt und 10 ccm. jeder 
Losung der ganzen Versuchsreihe wurde verdunstet, der Riick- 
stand bei 110° getrocknet und die folgenden Mengen wurden 
als gelOst ermittelt: 


Tabelle XXVII. 


Der durch eine n/1o Natriumearbonatlésung geliste Be- 
trag an Edestin. 








| | | 10) 


1.2 com. O4 com. 0,6 com. 1 ccm. | 1,4 ccm.' 1,8 cem. 2,2 com.' 2,4 com. 2,5 ccm 





| | 
U0 0.0376 0,0580 0.2202, 0.4722) 0,6036, 0.7510 0,8160, 0.8618 g 
| | | | 
Sehr wenig Edestin wird durch weniger als 0,6 ccm. der 
I he - ini r on - 
Nalriumecarbonatlosung gelést, ohne Zweifel wegen der geringen 


Mengen Kohlensiiure, die in diesem Priiparat enthalten ist. 
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Ueber 0,6 ccm. hinaus léste sich das Edestin nach einer fast 
gleichformigen Zunahme, wie es durch die folgende Tabelle 
gezeigt wird, die in Grammen den in jeder Portion pro 0,1 ecm, 
im Ueberschuss von 0,6 cem. gelésten Betrag angibt. 


Tabelle XXVIII. 


Pro 0,1 cem. n/io Natriumearbonatlésung (iiber 0,6 com, 
hinaus) geléstes Edestin. 





Eas | Na.CO. 
1 ccm. (1,4 ccm. 1,8 cem. 2,2 ccm. 2.4 cem./2,5 ecm.) ws; “| 3 
| Q) 


| | 





| | | 
00405 | 0,0518 | 00455 | 0,0433 | 0,0421 | 0,0423 | gelostes Edestin. 


| 
| | | \ 


Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, dass der Betrag an 
celOstem Edestin proportional ist der zugesetzten Menge Natrium- 
carbonatlésung, vorausgesetzt, dass diese mehr als 0,6 ccm. 
hetriigt. 

Ob das Edestin durch Natriumearbonat nur in Folge cer 
hvdrolytischen Zersetzung dieses Salzes geliést wird, oder ob 
dieses Salz auch als ein Lésungsmittel wirkt nach der Art 
neutraler Salze, wie z. Bb. Natriumehlorid, erfordert eine weitere 
Erforschung der Beziehungen der Globuline zu neutralen Salzen. 
Diese Untersuchung ist jetzt im hiesigen Laboratorium in An- 
eriff genommen. 

Um ein Praparat von Edestinchlorid zu neutralisiren, ist 
eine gréssere Menge an Natriumcarbonat als Kaliumhydrat er- 
forderlich. 5 g von Priiparat 3 wurden in Wasser suspendirt 
und 5cem. n/1o Natriumearbonatlésung hinzugesetzt, die Mischung 
wurde einige Zeit geschiittelt und das Edestin abfiltrirt, dann 
wurden zu dem Filtrat und dem Waschwasser 5 ccm. Salz- 
siiure hinzugesetzt. Die Losung wurde dann gekocht, abge- 
kiihlt und gegen Phenolphthalein durch 3,8 ccm. Kalilauge 
neutralisirt, woraus hervorgeht, dass nur 3,8 ecm. der Natrium- 
carbonatlésung durch die gebundene Siiure des Edestinchlorids 
neutralisirt worden war, welche geniigend war, um 5 ccm. 
freies Alkali zu neutralisiren. 
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V. Schlussfolgerungen. 


1. Die Proteine sind basische Kérper und gehen Tonen- 
reactionen mit Siéiuren ein, mit welchen sie echte Salze bilden. 

2. Priiparate von natiirlichen Proteinen, wie sie gewoéhn- 
lich aus Lésungen gewonnen werden, die leicht sauer oder 
neutral gegen Lackmus sind, sind Salze der basischen Protein- 
substanz. 

3. Die Siiure dieser Salze kann von den in Wasser un- 
islichen Proteinen abgetrennt werden, indem man sie mit 
Kalium- oder Natriumhydrat gegen Phenolphthalein neutral 
macht. Die mit dem Protein verbundene Siiure kann in der 
wiisserigen Loésung nachgewiesen werden, indem man das un- 
lisliche Protein abfiltrirt, die L6sung verdunstet und die so 
ceywonnenen Alkalisalze analysirt. 

+. Dureh die gewodhnlich angewendeten Methoden be- 
reitete Priiparate von Edestin enthalten hauptsichlich Chloride, 
wenn sie aus Natriumchloridlésungen krystallisirt sind: haupt- 
siichlich Sulphate, wenn sie aus einer Ammoniumsulphat ent- 
hallenden Lésung krystallisirt sind. Die Edestinsalze, welche 
herauskrystallisiren, sind die der negativen Ionen, welche in 
der Losung vorhanden sind; wenn mehrere Arten von lonen 
vorhanden sind, so ist das vorherrschende Salz das derjenigen 
negativen Ionen, die zur Zeit der Krystallisation am_ reich- 
lichsten vorhanden sind. 

». Aus Natriumchloridlésungen wie gewohnlich bereitete 
destinpriiparate lésen sich im Allgemeinen in einem betriicht- 
lichen Umfange auf, wenn sie mit reinem Wasser gewaschen 
werden. Der Theil, welcher sich lést, ist doppelt so sauer 
gegen Phenolphthalein, als der Theil, der ungelést bleibt. 

6. Der Grad des Siiuregehalts des in Wasser unléslichen 
Theils ist gleich demjenigen einer Verbindung von einem Mo- 
lekiil Edestin mit einem Molekiil Salzsiiure, angenommen, dass 
das erstere ein Molekulargewicht von etwa 14500 hat, welches 
z\welmal so gross ist, als das einfachste, das aus seiner Analyse 
berechnet werden kann, wenn zwei Atome Schwefel in seinem 
Molekiil sind, 
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Edestin bildet daher Salze, die einem Mono- und einer 
Dichlorid entsprechen. 

7. Sowohl die Edestinkrystalle als auch die seiner yep. 
schiedenen Salze sind, soweit festgestellt worden ist, isomory)h, 
da die Massenwirkung des Proteinmolekils so gross ist, dass 
es den kleinen Betrag an gebundener Saure verhindert, einey 
Wechsel der krystallinischen Form zu bewirken. In dieser 
Hinsicht verhilt sich Edestin wie Hiimoglobin, dessen Ver)iy- 
dungen mit Sauerstoff und Kohlensiiure auch isomorph. sind. 

8. Die freie Basis Edestin wird, wenn sie in reine 
Wasser suspendirt ist, durch nahezu die berechnete Menge 
Salzsiiure aufgelist, die erforderlich ist ftir eine vollstiindige 
Reaction zwischen einem Molekiil Edestin und zwei Molekiilen 
Salzsiiure. Bei Zusatz der Siiure in aufeinander folgenden kleinen 
Mengen findet so lange keine Lésung statt, bis eine Hiilfte des 
erforderlichen Betrags hinzugesetzt worden ist. Beim Hinzu- 
fiigen der zweiten Hilfte der Siure findet die Losung in einer 
der zugesetzten Siiture proportionalen Weise statt. Der Siitire- 
gehalt der mit der zweiten Hiilfte der Saure gewonnenen Li- 
sung ist proportional dem zwiefachen der zugesetzten Siure- 
menge, in Uebereinstimmung mit der Verwandlung eines durch 
die erste Hiilfte der Siiture hervorgebrachten unldslichen Mono- 
chlorids in ein durch die zweite Hiilfte gebildetes l6sliches 
Doppelchlorid. 

9. Etwas mehr als die berechnete Menge Salzsiure is! 
erforderlich, eine gegebene Menge Edestin aufzulésen, weil cin 
basischeres hydrolytisches Umwandlungsprodukt von Edestin, 
das nur wenig in Wasser loslich ist, durch die Hydrogen-lonen 
gebildet wird, welche durch die hydrolytische Zersetzung des 
Chlorids in Freiheit gesetzt werden. 

10. Da Lésungen von Edestindichlorid durch hydrolytische 
Zersetzung nicht gefiillt zu werden scheinen, so kann man 
annehmen, dass sich Edestinhydroxyd bildet und unter cen 
Versuchsbedingungen in Lésung bleibt. 

11. Edestinsulphate sind weniger ldslich als die ent- 
sprechenden Chloride und folglich sind Priiparate, die aus 
Ammoniumsulphate enthaltenden Lésungen gewonnen sind, 1! 
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Wasser nicht léslich. Zehnmal mehr Schwefelsiiure als Salz- 
<iure ist erforderlich, eine gegebene Menge Edestin aufzulisen. 
Bestimmte Verbindungen mit Schwefelsiéure sind bis jetzt noch 
nicht erzielt worden. 

12. Die zur Lésung von Edestin erforderliche Menge 
Kssigsiiure niihert sich mehr der berechneten, als dies bei Salz- 
siure der Fall ist, denn die erstere ist weniger ionisirt als 
die letztere und bildet deshalb in derselben Zeit nur den dritten 
Theil von dem basischeren Umwandlungsprodukt als die iiqui- 
valente Menge Salzséure. 

13. Phosphorsiure reagirt als einbasische Siiure auf Edestin 
in Uebereinstimmung mit ihrer Zersetzung in die Ionen H’ und 
H,PO,. Nur wenig mehr als die berechnete Menge dieser 
Siiure ist erforderlich, eine bestimmte Menge Edestin auf- 
zulosen. 

14. Edestin bildet mit Salpetersiiure ein Salz, welches 
dem Dichlorid entspricht. Bei 30° ist Edestindinitrat in reinem 
Wasser viel léslicher als bei 20°, so dass eine klare Lésung, 
die 5° 9 dieses Salzes enthiélt, nach dem Abkiihlen eine be- 
triichtliche Féllung abgibt. 

15. Edestin siittigt Kalium- oder Natriumhydrat in einer 
Menge, die der Bildung des Monochlorids entspricht. 

Zur Loésung einer bestimmten Menge Edestin ist so viel 
Kali- oder Natronlauge noéthig, wie dem Verhiiltniss eines Mo- 
lekils der Basis zu einem Molekiil Protein entspricht. 

Lisungen von Kalium- oder Natriumedestin werden, wahr- 
scheinlich in Folge von Hydrolyse, triibe, nachdem sie einige 
Zeit gestanden haben, und lassen allmihlich etwas von dem 
gelosten Protein ausfallen. 

16. Um eine bestimmte Menge Edestin aufzulésen, ist 
ungefiihr dreizehnmal so viel Ammoniumhydrat als Natrium- 
oder Kaliumhydrat erforderlich. 

17. Ungefaihr dreimal so viel Natrium in der Form von 
Carbonat als Natrium in der Form von Hydrat ist erforderlich, 
um eine gegebene Menge Edestin aufzulisen. 

18. Die Léslichkeitsverhiiltnisse des Edestins entsprechen 
genau denen eines Globulins, insofern es in reinem Wasser 
10* 
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unléslich, jedoch in neutralen Kochsalzlosungen von gentigender 
Stirke léslich ist. 

19. Edestinmonochlorid ist gleichfalls in Wasser unlislich, 
jedoch leicht léslich in salzhaltigen Losungen. Edestindichlorid 
und Natrium- oder Kaliumedestin sind in reinem Wasser |ijs- 
lich, jedoch unléslich bei Gegenwart einer kleinen Menge eines 
neutralen Salzes. Bei Gegenwart einer grésseren Menge des 
neutralen Salzes sind sie léslich und zeigen in solchen Lisungen 
die Eigenschaften des Globulins, 

20. Die Thatsache, dass sowohl Edestin wie auch seine 
mit starken Siiuren gebildeten Salze in vollkommen neutralen 
Losungen von Kochsalz l6slich sind, zeigt, dass die Léslich- 
keit eines Globulins nicht von der Gegenwart eines Alkalis 
abhiingt, wie Starke vor Kurzem angegeben hat. 
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Ueber den von V. Arnold als ,,neutrales Hamatin‘ 
beschriebenen Farbstoff. 


Von 


kK. H. L. Van Klaveren. 


Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaction zugegangen am 6, Juli 1901.) 


Vor einiger Zeit theilte V. Arnold mit, dass das Hiimatin 
bei neutraler Reaction in salzhaltigem Alkohol l6slich ist.') 
Kr fand néimlich, dass frisches defibrinirtes Blut, mit einer 
alkoholischen Kalilésung gekocht und mittelst Glaswolle filtrirt. 
nach der Neutralisation mit Salzsiiure den Farbstoff gréssten- 
theils gelost hielt, indem die Farbe der LOsung von braun 
roth wurde. Hiimatin ist, ausser in Wasser, Aether und Chloro- 
form, auch in Alkohol unl6éslich; dass hier der Farbstoff in 
dem Alkohol gelést blieb, schrieb Arnold dem zu, dass die 
Losung viel Neutralsalz enthielt. Erst mittelst starker Ver- 
diinnung mit Wasser wurde der Farbstoff gefillt. Diese Fiallung, 
von Arnold als neutrales Hiimatin betrachtet, wurde abfiltrirt 
und mit Wasser gut ausgewaschen. Dieselbe zeigte sich dann 
unlOslich in Wasser, in verdiinntem sowie in absolutem Alkohol, 
in concentrirten wiisserigen Kochsalz- und Ammoniumsulfat- 
losungen, léslich aber, besonders beim Erwiirmen, in einer 
alkoholischen Kochsalz- oder Ammoniumsulfatlésung. Diese 
Losung ist schén roth von Farbe und zeigt bei der spectro- 
skopischen Untersuchung zwei, zwischen den Frauenhofer- 
schen Linien D und b gelegenen Absorptionsstreifen. Beim 
Erhitzen wird die Lisung braun und zeigt dann das Spec- 
trum des alkalischen Hiimatins; beim Abkiihlen kehrt die 


1, Centralbl. f. d. med. Wissensch. 1899. 9. und 16. Dec. und 
diese Zeitschr. Bd. XXIX. S. 78, 
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rothe Farbe und zu gleicher Zeit auch das Spectrum des 
neutralen Hiimatin» wieder. Zusatz von Alkali ruft den alk.- 
lischen, Zusatz von Séure den sauren Hamatinstreifen heryoy. 
Am leichtesten erhielt Arnold das «neutrale Hiimatin. ays 
Methiimoglobin. Wurde eine Methiimoglobinlésung mit dey 
gleichen Volum starken Alkohol versetzt, so schlug sofort die 
braune Farbe der Fliissigkeit in eine rothe um, das Spectrum 
des Methiimoglobins verschwand und bald schied sich das 
«neutrale Hiimatin» aus. Auch wiederholtes Schiitteln mit 
Chloroform gentigte zur Ausscheidung von «neutralem Hiimatin> 
aus einer Methiimoglobinlésung. Die am meisten charakte- 
ristischen Eigenschaften des von ihm entdeckten Farbstotfes 
sind, nach Arnold, erstens der mit unbewaffnetem Auge und 
spectroskopisch nachzuweisende Farbenunterschied bei Zimmer- 
temperatur und beim Erhitzen und zweitens die Loslichkeit 
in salzhaltigem Alkohol. «Diese beiden Eigenschaften », so 
spricht er sich aus, «charakterisiren eine neutrale Hiimatin- 
losung hinlianglich einer Oxyhamoglobinlésung gegeniiber.. ') 
Gegen die Auffassung Arnold’s wurde inzwischen bald 
Zweifel erhoben. Formanek bemerkte, dass auch aus einer 
Oxvhiimoglobinl6sung, wenigstens bei einer Temperatur yon 
etwa 50° C., durch Zusatz von Chloroform ein rother Nieder- 
schlag erhalten wird, welcher aber als ein schwerldsliches 
Oxyhiimoglobin zu betrachten sei. Der Niederschlag enthielt 
ebensoviel Eisen wie das Hiimoglobin, 0,33°/o und 16°) X. 
«Es unterliegt daher keinem Zweifel, dass dieser Korper kein 
Hiimatin ist.»?) Formanek fiigt dann hinzu, dass durch 
Vermischung einer Oxyhiamoglobinlésung mit einer concen- 
trirten alkoholischen Kochsalzlésung eine Substanz erhalten 
wird, welche dem Arnold’schen «neutralen Hiimatin» analog 
ist, die zwei von diesem Forscher beschriebenen Absorptious- 
streifen zeigt, beim Erhitzen eine braune Farbe annimmt und 


dann den alkalischen Hiimatinstreifen gibt. Dieser Far)stoll 


ist aber offenbar nicht identisch mit dem von Formianek 


bs. 6 OS). 
2) Diese Zeitschr.. Bd. XXEX, S. - 
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mittelst Chloroform aus Oxyhamoglobin erhaltenen. Obgleich 
also Formanek vollkommen zu dem Ausspruche berechtigt ist, 
der letztgenannte Farbstoff sei gewiss kein Hiimatin, so hat 
ey dennoch nicht nachgewiesen, dass dasselbe von dem von 
Arnold neutrales Hiimatin genannten Stoff gesagt werden darf. 

Andererseits schien mir auch die Auffassung Arnold's 
nicht geniigend begriindet zu sein. Wenn man auch schon 
annehmen diirfte, der in salzhaltigem Alkohol lésliche, in 
Wasser unlésliche, bei Temperaturwechsel Aenderung der 
Lichtabsorption zeigende Farbstoff sei nicht als Hiimoglobin 
zu betrachten, so war damit noch nicht festgestellt, dass der- 
selbe Hiimatin genannt werden musste, nur weil der Farbstoff 
durch Behandlung des Hamoglobins mit alkoholischer Kalilauge 
erhalten wurde und bei alkalischer Reaction das Licht in der- 
<elben Weise wie Hiimatin absorbirt. 

Thatsiichlich fand ich, dass die von Arnold beschriebene 
Substanz dem Hiimoglobin noch sehr nahe steht. Sie ist nicht, 
wie das Himatin, ein eiweissfreies Spaltungsprodukt, sondern 
ein aus einer noch sehr geringfiigigen Zersetzung des blut- 
farbstoffes hervorgegangenes Proteid: Hiimoglobin, in welchem 
nicht, wie im Methimoglobin, nur eine Atomverschiebung 
stattgefunden hat, sondern von welchem schon ein, wenn auch 
kleiner Theil des so hoch zusammengesetzten Molekiils abge- 
<palten worden ist. 

Ich erlaube mir deshalb vorzuschlagen, diesem Produkt 
den Namen Kathimoglobin zu geben, wodurch angedeutet 
sel, dass diese Substanz nicht, wie das Methiimoglobin, durch 
intramolekulare Umlagerung, sondern durch einen ersten An- 
lang des Abbaues des Molekiils entstanden ist. 

Arnold hat die fragliche Substanz durch Aufkochen einer 
Mischung von defibrinirtem Blut mit einer alkoholischen Kali- 
losung bereitet. Ueber die relativen Mengen von Blut, Kali- 
lauge und Alkohol, und iiber die Zeit, wihrend welcher die 
Mischung erhitzt werden soll, macht er aber keine Angaben. 
Nennoch ist es néthig, darauf bei der Bereitung zu achten. 
beim Verdiinnen der neutralisirten Fliissigkeit mit Wasser 
wird die rothe Fiallung nicht oder nur in geringer Menge er- 
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halten, wenn der Gehalt der L6sung an KOH viel mehr js; 
wie 5°/o und wenn das Kochen einige Zeit fortgesetzt worden 
ist. Wenn hierauf geachtet wurde, erhielt ich, genau so wie 
Arnold angibt, eine, so lange die Reaction alkalisch war. 
die Farbe des alkalischen Hiimatin zeigende, bei der Neutya- 
lisation roth werdende Liésung, welche, nachdem das _ gefiil|t¢ 
EKiweiss abfiltrirt war, beim Zusatz von Wasser einen gro}- 
flockigen, blassrothen Niederschlag lieferte. Der Niederschlas 
war unloslich in Wasser, beim Erhitzen aber leichtlislich jy 
salzhaltigem Alkohol. Diese Losung zeigte die von Arnold 
beschriebenen Absorptionsbiinder und den Farbenwechsel beim 
Erhitzen und Abkiihlen. Sie enthielt aber nicht nur Hiimatin, 
sondern auch in reichlicher Menge Eiweiss. Kochen der Losung 
mit Essigsiiure und darauf folgender Zusatz von gesiittigter Koch- 
salzlOsung rief eine massige Eiweissfillung hervor. 

Dass dieses KEiweiss vom Blutserum_ herrithren  sollic 
war kaum anzunehmen. Nach dem Kochen mit Kali und 
Alkohol, Neutralisiren und Filtriren, diirften in dem = durch 
Verdiinnen der alkoholischen Losung mit Wasser hervorge- 
rufenen Niederschlag von diesem Eiweiss nicht mehr als Spuren 
erwartet werden. Dennoch wurde, zur grdsseren Sicherheit, 
fiir die weitere Untersuchung statt defibrinirten Blutes reines. 
krystallisirtes Himoglobin verwendet. 

Dasselbe wurde in der von Schuurmans-Stekhoven 
angegebenen Weise!) bereitet, welche hauptsiichlich hierin von 
anderen Methoden verschieden ist, dass der Blutfarbstoff den 
Stromata nicht durch Wasserzusatz, sondern durch Zer- 
quetschung der BlutkOrperchen entzogen wird. Die BlutkOrper- 
chen- werden mit 1°/oiger Kochsalzl6sung auf der Centrifuge 
ausgewaschen und dann wiihrend zwei Stunden mit Ashes!- 
flocken” kriiftig geschiittelt. Der Blutfarbstoff l6st) sich dann 
in der Salzlisung auf, indem die Stromata grdsstentheils au 
den <Asbestflocken festkleben und durch Filtration entfernt 
werden. In dieser Weise braucht das Hiimoglobin — nich! 
mit Aether in Beriihrung gebracht zu werden, Dann wird 


1) Onderz. Physiol. Laborat. Utrecht, 4. Reeks, I, p. 67. 
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die Hiimoglobinldsung in einem Pergamentpapierschlauch in 
459 oigem Alkohol in den Eisschrank gestellt. Sobald die 
Hiimoglobinkrystalle sich an der Dialysatorwand abzusetzen 
anfangen (nach 24 bis 40 Stunden), wird der Dialysatorinhalt 


in ein cylindrisches Gefiiss gebracht und darin im Eis- 
sehrank bis zum vollstiindigen Ablauf der Krystallisation be- 
lassen. Das Hiimoglobin wird also mit nicht mehr Alkohol 
in Beriihrung gebracht, als ftir die Krystallisation nothwendig 
sefordert wird. Auf den Krystallbrei wird dann ein seidenes 
Siebbecken gestellt, welches, mehr oder weniger, je nachdem 
es nothig scheint, belastet, die Mutterlauge durchtreten liisst. 
Nach Entfernung der Mutterlauge werden die Krystalle bei 
37° C. in modglichst wenig Wasser geldst. Diese Lésung wird 
wieder im Dialisator in 45°/oigen Alkohol gestellt. Jetzt fiingt 
die Krystallisation viel schneller an als das erste Mal. Nach- 
dem die Krystalle in der angegebenen Weise zur vollstiindigen 
Ausscheidung gekommen und von der Mutterlauge getrennt 
sind, werden dieselben erst auf porésem Teller und dann in 
einer Porzellanschaale ttber Chlorcalcium bei Zimmertemperatur 
eetrocknet. 

Zur Bereitung des Kathamoglobins wurden 100° cem. 
einer moglichst concentrirten Losung dieser Krystalle mit 
200 com. 96°/oigen Alkohols und 1—2 cem. gesiittigter Kali- 
lauge versetzt, bis auf 60° C. erhitzt, sofort mit Salzsiiure 
neulralisirt, abgekihlt und mit einer’ reichlichen Menge 
destillirten Wassers verdiinnt. Der Niederschlag wurde mit 
Wasser gewaschen bis das Filtrat ganz farblos war, in 
b0° vigem Alkohol, unter Zusatz von Kochsalz, bei 60° C. gelist 
und wieder mit Wasser gefillt. Zur weiteren Reinigung wurde 
die Losung in salzhaltigem Alkohol und die Fiillung mit Wasser 
hoch einmal wiederholt. 

Die Ausbeute wurde kleiner, sobald zur Bereitung mehr 
Kalilauge verwendet wurde, ebenso wenn das Gemisch mehr 
oder weniger als 60—70°/») Alkohol enthielt, und wenn die 
Erhitzung zu hoch getrieben oder liingere Zeit fortgesetzt wurde. 

Auch das so erhaltene Kathiimoglobin, welches sicher 
nicht mit Eiweissstoffen des Serums verunreinigt war, enthielt 
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reichlich Eiweiss. Die Losung gab eine Fillung beim Kochey 
mit Essigsiiture und Kochsalz. Zusatz von Salpetersiiure yep- 
ursachte einen Niederschlag, welcher beim Kochen  gelijs 
wurde. Ebenso wurde eine Fallung hervorgerufen durch Exsjc- 
siiture und Ferrocyankalium, durch Pikrinséure, durch Siittigung 
mit Kochsalz oder mit Ammonsulfat. Das Kathiimoglo) iy 
l6st sich in 0,2° oiger HCl. Wurde diese Losung mit Pepsin 
versetzt und die Nacht iiber bei 37° C. digerirt, so waren die 
Kathiimoglobinstreifen durch Neutralisiren der L6sung_ nicht 
mehr hervorzurufen. 

Die von Arnold als Hématin betrachtete Substanz_ ist 
also, ebenso wie das Hiimoglobin, ein Proteid. Erst bei mehr 
eingreifender Behandlung des Blutfarbstoffes mit stiirkerer 
alkoholischer Kalilauge oder bei anhaltender Erhitzung wird 
das Hiimatin véllig von dem Eiweisscomponenten losgelost. 

Es war jetzt zu untersuchen, ob bei der beschriebenen, 
vorsichtigen Behandlung das Eiweiss des Hiimoglobins dennoch 
theilweise entfernt oder vielleicht denaturirt wird. 

Wie Schulz nachgewiesen hat, liisst sich das Hamoglobin 
mittelst sehr verdiinnter Salzsiiure spalten und wird dann als 
eiweissartiges Spaltungsprodukt ein, wie es scheint, mit den 
Histonen verwandter K6érper erhalten, das Globin.') 

Dem von Schulz gezeigten Weg folgend, habe ich erstens 
krystallisirtes Oxvhiimoglobin und zweitens daraus in der be- 
schriebenen Weise bereitetes Kathiimoglobin in 0,1 °/oiger HC! 
gelist und die LOsung, genau wie von Schulz angegelen, 
mit Alkohol versetzt und im Scheidetrichter mit Aether geschiittelt. 

In Bezug auf das Oxvhimoglobin stimmten meine befunde 
mit den Sehulz’schen Angaben gut iiberein. In den Aether 
ging ein brauner, die Absorptionsstreifen des sauren Himatins 
zeigender Farbstoff iiber. Dieser Farbstoff konnte, nach Ver- 
fliichtigung des Aethers, in Ammoniak geldst werden. — Die 
Lisung zeigte den Streifen des alkalischen Hiimatins und, nach 
Zusatz Stokes’scher Fliissigkeit, die beiden Absorptionsbander 
des Hiimochromogens. 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXIV, S. 449. 
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Aus der von dem Aether getrennten wiisserigen alkoholi- 
echen Lésung konnte durch Neutralisation mit Ammoniak das 
Globin gefillt werden. Das von mir bereitete Globin§ wich 
von dem von Schulz beschriebenen nur in Bezug auf folgende 
Reactionen ab: 

Wurde das Globin mittelst Ammoniak gefiallt, mit Wasser 
sewaschen, in verdiinnte Kssigséiure gelést und dann ein Paar 
Tage gegen strémendes Wasser dialysirt, so konnte es durch 
Alkohol nicht gefallt werden. 

Ammoniumehlorid rief, in nicht zu geringer Menge zu- 
cesetzt, auch bei saurer Reaction einen Niederschlag hervor. 

Magnesiumsulfat gab bei neutraler Reaction keine Fiillung. 

Natriumphosphat, in geringer Menge zugesetzt, lieferte 
einen Niederschlag, welcher sich aber beim Erhitzen nicht l6ste. 
Wurde viel Natriumphosphat zugleich zugesetzt, so blieb die 
Losung klar; sie triibte sich dann aber beim Kochen. 

Ausser diesen gewiss nicht wichtigen Unterschieden ent- 
<prach das von mir bereitete Globin viéllig demjenigen, welches 
Schulz aus Oxyhimoglobin erhielt. Dabei muss ich bemerken, 
dass in meinen Versuchen Haimoglobin aus Rinderblut verwendet 
wurde, wiihrend die Beschreibung Schulz’s sich auf den 
blutfarbstoff des Pferdes und des Hundes bezieht. 

Genau dieselbe Behandlung, wie auf das Oxyhiimoglobin, 
wurde auf den daraus bereiteten, von Arnold neutrales 
Hiimatin genannten Stoff angewandt und dabei wurde, genau 
<0 wie beim Oxyhiimoglobin, eine Himatinlésung in Aether 
und eine Globinlésung in verdiinntem Alkohol erhalten. Dieses 
Globin war in keiner Hinsicht von dem in meinen Versuchen 
aus Oxyhimoglobin abgespaltenen zu unterscheiden. 

Von einer Verunreinigung der wiederholt in salzhaltigem 
Alkohol gelésten und mittelst Wasser wieder gefiillten Substanz 
mit von zersetztem Hiimoglobin herriihrendem Globin kann 
wohl nicht die Rede sein. Es ist also klar, dass der von 
Arnold beschriebene Stoff, ebenso wie das Hiimoglobin, ein 
roteid darstellt und unrichtiger Weise mit dem Namen Hiimatin 
beiegt worden ist. 

Schulz hat nachgewiesen, dass bei der Behandlung des 
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Hamatins mit verdiinnter Salzsiure neben dem Hiimatin uy 
dem Globin noch andere, kohlenstoffarme und_ stickstoffreiche 
Zersetzungsprodukte frei werden. Denn das Hiimatin und das 
Globin enthalten beide mehr Kohlenstoff, als dem Hiimatiy. 
aus welchem sie entstanden sind, entspricht. Die Ausheute 
an den beiden genannten Stoffen war denn auch geringer als 
die Menge des zersetzten Hiimoglobins. Die Menge des Hiimatins 
wurde durch Wigung des nach der Verfliichtigung des Aethers 
bleibenden Riickstandes bestimmt, indem das Globin aus der) 
wiisserigen Alkohol mittelst Ammoniak, unter Zusatz yon 
Ammoniumchlorid, ausgefallt, filtrirt, getrocknet und gewogen 
wurde. So wurde 9,3°/o weniger gefunden, als dem zersetzten 
Hiimoglobin entsprach. Auch wenn in Betracht genommen 
wurde, dass die Ausfillung des Globins wahrscheinlich nicht 
ganz Ohne Verlust stattfand, wiire es doch nicht wohl méglich, 
das Deficit von 9,3°/o aus diesem Verluste zu erkliiren. Von 
welcher Art die das Deficit verursachenden Spaltungsprodukte 
sind, war bis jetzt nicht zu eruiren. 

Ganz iihnliche befunde, wie Schulz fir das Oxyhiimo- 
globin des Pferdes, erhielt ich in Bezug auf das Oxyhiimoglobin 
des Rindes. 

Schulz fand aus 1,788 g Oxyhamoglobin: 


Hiimatin 0,075 g, also 4,2° 0, und Globin 1,547 g, also 86,5° 5 


LA 


und ich aus 0,594 g Oxyhimoglobin: 
Hiimatin 0,025 g, also 4.2°/o, und Globin 0,517 g, also 87,2°). 
Bei Schulz war der Verlust 9,3°/o, bei mir 8,6°o. 
Ich hatte jetzt zu untersuchen, ob dieses Verhiiltniss 
durch die Behandlung des Blutfarbstoffes mit alkoholischer 
Kalilauge in der oben beschriebenen Weise gedandert wird. 
Dazu wurden die aus der durch wiederholtes LoOsen_ in 
salzhaltigen Alkohol und Fiillen mit Wasser gereinigten Substanz 
erhaltenen Mengen von Hiimatin und Globin genau auf die- 
selbe Weise wie beim Oxyhiimoglobin bestimmt. Drei be- 
stimmungen lieferten folgende Resultate: 


Kathiimoglobin Hiamatin Globin Verlu 
| UD g 0.0265 @ 48° o 0,492 g. 90,2°%o -+ d°%0 
[| O.654 (),.027 4.1% 0.5975 91,2 %/o hy hy 

Ill 0.684 0,0255 » 3,87 /o 0.600 » 87.7 °%o 8.435 
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Beim ersten Anblick kann es vielleicht scheinen, als ob 
das Deficit bei der Spaltung des Kathiimoglobins kleiner ist 
als beim Oxyhimoglobin. Es ist aber einleuchtend, dass die 
Grosse der unvermeidlichen Bestimmungsfehler nicht zuliisst, 
den gefundenen Unterschieden irgend einen Werth beizumessen. 


‘ Das Gewichtsverhiiltniss zwischen Farbstoff und Eiweiss war: 
fiir Oxyhimoglobin (Pferd). . . . . . . 20,6 

: : , (Rind)... 2. . 20,7 

‘ Kathaimoglobin (Rind) I. 18,6 

II. 22,1 

III. 23.4 

64,2, Mittel 21,4 

: 


Beriicksichtigt man, dass immer ein kleiner Theil des 
Hiimatins nicht in den Aether itibergeht, sondern am Globin 
haftet!) und dass ein kleiner Verlust an Globin wohl nicht 
zu vermeiden ist, dann hat man, wie ich glaube, nicht das 
Recht, aus den unbedeutenden Unterschieden, welche gefunden 
wurden, zu folgern, beim Uebergang des Héamoglobins in 
Kathiimoglobin wtirde ein Theil des Eiweisses dem Molekiil 
entzogen werden. 

Wie oben bemerkt, ist dies aber nur dann der Fall, 
wenn bei der Bereitung der Gehalt des Alkohols an Kalilauge 
nicht zu gross genommen und die Mischung, sobald die 
Temperatur auf 60° C. gebracht ist, sofort neutralisirt wird. 
Sobald man die Kalilauge in grésserer Concentration, bei 
hoherer Temperatur oder wiihrend liingerer Zeit auf den Blut- 
larbstoff einwirken lasst, tritt dieselbe Reaction ein, wie 
beim Kochen von Hiimoglobin mit alkalischem Wasser; dann 
wird das Hiimatin abgespalten und in Alkali gelést. Dann 
wird auch beim Neutralisiren und Verdiinnen mit Wasser der 


1) Das Globin wird, wie auch Schulz angibt, niemals vollig farblos 
erhalten, es ist immer mehr oder weniger von Himatin verunreinigt. 
In Uebereinstimmung damit ist die Asche des Globins eisenhaltig. Die 
Menge des Eisens ist aber so klein, dass sie wohl der Beimischung des 
Himatins zugeschrieben werden darf Ich erhielt: 

aus 1.1285 g Globin aus Oxyhimoglobin 0,9 mg Fe, also 0,08° » 
1,002 >» > » Kathimoglobin 08 » »  » O0,08%». 
Das Globin selbst darf also wohl als eisenfrei betrachtet werden. 
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fleischfarbene, in warmem salzhaltigen Alkohol lésliche Niedey- 
schlag nicht oder nur in geringer Menge erhalten. 

Das Mitgetheilte kOnnte vielleicht die Vermuthung nal 
legen, die von Arnold als neutrales Hamatin beschriebene 
Substanz wiire als ein modificirtes Himoglobin zu bezeichnen. 
als ein dem Methiimoglobin analoger, nicht durch Zersetzung. 
sondern durch Atomverschiebung im Molekiil entstandener Stoff. 

Dem ist aber nicht so, wie aus der weiteren Unter- 
suchung hervorging. Ein Anfang des Abbaues des Molekii!s 
konnte nachgewiesen werden und darin mdge die vorgeschlagene 
Benennung «Kathimoglobin» ihre Berechtigung finden. 

Durch die Erhitzung mit Alkohol und Kalilauge wird dem 
Blutfarbstoff Eisen entzogen, wie sich bei der Bestimmung des 
Eisengehalts des Oxyhiimoglobins und des daraus_ bereiteten 
Kathiimoglobins herausstellte. 

Fiir die Eisenbestimmung wurde die bei 110° C. ge- 
trocknete Substanz im Platintiegel verbrannt und in 10° piger 
eisenfreier Schwefelsiiure gelést. Alles Eisen wurde, in der 
iiblichen Weise, mit Hilfe von eisenfreiem, platinirtem Zink 
unter Durehleiten von Kohlensiiure in Ferrosulfat tibergefiihr 
und dann mit einer Chamiileonlésung titrirt. Aus krystallisirtem 
Oxvhiimoglobin, in der oben beschriebenen Weise aus Rinder- 
blut bereitet, erhielt ich: 

241 ¢ Oxyhimoglobin 7,3246 mg Eisen, also 0,526 °/o 
829 , 58406 >» >» » 0,319 % 


Mittel 0,522 °/o 
Kathiimoglobin, aus einem Theil desselben Hiimoglobin- 
priiparates dargestellt, lieferte: 
I. 1,018 g Kathiimoglobin 2,7242 mg Eisen, also 0,267 ° v 


Il. 3,457 » 9116 » » » 0,266% 
HI. 1.379 3.582 » . = 0,259 °/5 


Mittel 0,264” » 
Der Stickstoffgehalt dagegen war nicht merkbar geandert. 
Die Substanz wurde im Kjeldahlkélbchen mit 15 ccm. einer 
Mischung von 500 ccm. starker Schwefelsiure und 100) ¢ 
Phosphorpentoxyd unter Zusatz eines Trépfehens Quecksilber- 
verbrannt. Das gebildete Ammoniak wurde in 1/4 n-Schwele!- 


I. 2, 
Il. 1, 
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<iure. welche schon vor dem Anfang der Destillation mit 
Methylorange versetzt war, aufgefangen. 
So fand ich: 


4 
i aus 0.7275 g krystallisirtem Oxyhimoglobin 120,90 mg N, also 16,62° , 
E und aus daraus bereitetem Kathiimoglobin: | 
fs [. 0.8925 g Kathimoglobin 147,7 mg N, also 16.56% 
Il. 04845 » , 82,9 | 17,11 
Aus defibrinirtem Blut statt aus Krystallen, also weniger | 
rein hergestelltes Kathimoglobin ergab: 0,242°/o Eisen und 
16,.24%o N. Die aus diesem befund hervorgehende Folgerung, | 
dass bei der Behandlung mit alkoholischer Kalilauge eine | 
eisenhaltige Atomgruppe aus dem Hiimoglobin abgespalten 
wird, fand in der weiteren Untersuchung eine Bestiitigung. | 
Es war nimlich modglich, in der vom durch Wasserzusatz 
ausgeschiedenen Kathamoglobin abfiltrirten Fliissigkeit Eisen : 
nachzuweisen. Ich habe zu bestimmen versucht, wieviel von 7 


dem aus dem Hiimoglobin verloren gegangenen Eisen zurtick- 
ecfunden werden konnte. 

Dazu wurde eine gewogene Menge krystallisirtes Oxy- 
hiimoglobin in Wasser gelést. Die Losung wurde in der oben 
beschriebenen Weise mit Kali und Alkohol vermischt, auf 
60° C. erhitzt und dann mit Salzsiiure neutralisirt.  Dabei 
blicb die Flissigkeit, so lange die Temperatur auf 60° C. ge- 
halten wurde, vollstiindig klar. Durch Abkiihlen und Wasser- 
zisalz wurde das Kathimoglobin gefallt. Die vom Niederschlag 
whliltrirte, schwach réthlich gefiirbte Fliissigkeit wurde ein- 
gecngt, von dem sich noch ausscheidenden Kathiimoglobin, 
welches mit dem zuerst gefiillten vereinigt wurde, abfiltrirt 
und bis zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde 
verbrannt und der Eisengehalt desselben bestimmt. Ich erhielt 
aus 6,1002 g Oxvhiimoglobin 5,7558 g Kathiimoglobin. Ersteres 
enthielt 0,322%/o, also 19,64 mg, letzteres 0,264°/o, also 
15.1% mg Eisen. Es waren danach 4,45 mg Eisen abgespalten 
worden. Davon fand ich im Riickstand des vom Kathiimoglobin 
gelrennten Filtrates 2,34 mg zuriick. 

Das Filtrat enthielt das Eisen in organischer Bindung. 
Irgend ein Eisensalz konnte darin nicht nachgewiesen werden. 
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Zur volligen Entfernung des Kathiimoglobins, unter Ver [ 
meidung des EKindampfens, wurde folgender Weg eingeschlagen, : 

Das zwar schwach, aber doch immer rothlich gefiirhte 
Filtrat @Wwurde mit Ammonsulfat gesiittigt. Dabei entstand keine 
Triibung, aber die Losung trennte sich in zwei Theile, eine 
obere, alkoholhaltige, den Farbstoff enthaltende, und eine 
untere, vOllig farblose Sechicht, welche mit Hilfe des Scheide- 
trichters gesondert aufgefangen wurden. Der in der oberey 
Schicht enthaltene Farbstoff wurde mittelst) Dialyse, wobej 
Salz und Alkohol entfernt wurden, gefiillt. Der Niederschlag 
war in salzhaltigem Alkohol unter Erwiirmen = léslieh und 
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stimmte auch in Bezug auf das spektroskopische Verhalten mit 
Kathiimoglobin tiberein. Einmal habe ich eine Eisenbestimmune 
gemacht und erhielt’ aus 0,067 g der Substanz 0,1273 me 
Kisen, also O,19°%/o. Selbstverstiindlich konnte bet einer so 
kleinen Menge eine genaue Uebereinstimmung mit den oben 
angefiihrten Analysen nicht erwartet werden. 

Die farblose, mit Ammonsulfat gesiittigte Losung wurde 
mittelst Alkohol theilweise vom Salz befreit und dann mit 
Barviwasser gefiillt. Das Baryumsulfat wurde abfiltrirt, der 
iiberschiissige Baryt mittelst’ Kohlensiiure entfernt und das 
Filtrat erst auf dem Wasserbad, dann bei Zimmertemperatur 
iiber Schwefelsiiure eingeengt. Indem_ sich Krystalle yon 
Ammoniumchlorid ausschieden, blieb die eisenhaltige Substanz 
in Losung. Die Mutterlauge zeigte aber keine Spur einer 
Kisenreaction, bevor die organische Substanz durch Verbrennung 





zerstort war. 

Diese organische Eisenverbindung ist nicht nur sehr leiclit 
lOslich in Wasser, sodass alle Versuche, dieselbe durch Con- 
centration der Loésung zu isoliren, fehl schlugen, sie wird 
auch bei der Dialyse gegen Wasser vom Pergamentpapiere durch- 
gelassen. Wenn die mittelst Ammonsulfat vom Kathiimoglobin 
befreite L6sung ein paar Tage gegen strOmendes Wasser dialysit' 
war, konnte im Dialysatorinhalt auch nach Eindampfen und 
Verbrennen keine Spur von Eisen mehr nachgewiesen werden. 

Arnold fand sein «neutrales Hiimatin» leichter aus Me!- 
hiimoglobin, wie aus Oxyhiimoglobin zu erhalten. Beim Schiitte!n 
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einer Methiimoglobinlésung mit dem gleichen Volumen Alkohol 
oder mit Chloroform, oder auch mit Aether, wurde die Farbe 
von braun roth; anstatt Methimoglobin enthielt jetzt die 
Fliissigkeit den in salzhaltigem Alkohol léslichen, in Wasser 
unldslichen Farbstoff. 

Dieser Farbstoff summt nicht nur in Léslichkeit und 
in Lichtabsorption, sondern auch in Bezug auf den Eisen- 
cehalt mit der mittelst alkoholischer Kalilauge aus Oxyhiimo- 
clobin erhaltenen Substanz tiberein, wie aus Folgendem_ her- 
vorgeht. 

Kine Lésung von krystallisirtem Hiimoglobin aus Rinder- 
blut wurde mit Amylnitrit versetzt und ein paar Tage dialysirt. 
Kin Theil der so erhaltenen Methamoglobinlésung wurde _ bis 
zur Trockne eingedampft, verbrannt und zur Eisenbestimmung 
verwendet. 1,0735 g Methamoglobin lieferte 3,45 mg Eisen, 
Q.321°o, ein Gehalt, mit demjenigen des von mir bereiteten 
Oxvhiimoglobin itibereinstimmend, entsprechend. 

Der tbrige Theil der Methaimoglobinlésung wurde mit 
Alkohol behandelt, wobei das gebildete Kathimoglobin ausfiel. 
Der Niederschlag wurde abfiltrirt, unter EKrwiirmen in NaCl- 
haltigem Alkohol gel6st und aus der klaren Lésung durch 
Wasserzusatz wieder gefiillt und abfiltrirt. In dem jetzt er- 
hallenen, schwach gefirbten Filtrat war, als die Fliissigkeit in 
der oben beschriebenen Weise mittelst Ammonsulfat vom 
Farbstoff befreit worden war, wieder organisch gebundenes 
Lisen nachzuweisen. 

Das Ergebniss der Eisenbestimmung war: 

0.545 g Kathiimoglobin lieferte 1,45 mg Eisen, 0,266) 
entsprechend. Der Eisengehalt des mittelst Alkohol aus Met- 
himoglobin bereiteten Kathiimoglobins stimmte also mit dem 
des mittelst alkoholischer Kalilauge aus Oxyhiimoglobin be- 
reiteten iiberein. Daraus geht hervor, dass die bei dem Ueber- 
gang des Oxyhimoglobins in Methimoglobin stattfindende Um- 
lagerung den Abbau des Molekiils erleichtert. Der Abbau fiingt 
mit der Ablésung einer wahrscheinlich wenig umfangreichen 
eisenhaltigen Atomgruppe an. Erst bei heftigerem Eingreifen 
geht die Zerstérung weiter, wird der Farbstoff vom Eiweiss 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL 20 
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getrennt und jedes dieser Spaltungsprodukte fiir sich weite; 
zersetzt. 

Dass eisenhaltige Atomgruppen leicht vom Hiimoglo)in- 
molekiil abgesplittert werden, steht mit den Erfahrungen z;)\!- 
reicher Forscher iiber die Zusammensetzung des Hiimatins jy 
Kinklang. Selbst in Bezug auf die Zusammensetzung des 
krystallisirten Hiimins gehen die Ergebnisse der Analysen s. 
welt auseinander, dass, wiihrend friihere bestimmungen zu 
Schluss gefiihrt hatten, ein Molekiil Hamin enthielt 1 Atom ke 
auf 4 Atome N, Cloétta') und Rosenfeld?) 1 Atom Fe 
fanden auf 3 Atome N. Je nach der bBereitungsweise wurde 
das Hiimin iirmer oder reicher an Eisen gefunden im Ver- 
hiiltniss zum Stickstoff. 

Der Grund der Verschiedenheit kann, wie Cloétta be- 
merkt, in dem Ablosen eines eisenhaltigen Bestandtheiles, ode: 
auch in Verunreinigung mit einer stickstoffreichen Substanz 
gelegen sein. Dieser Forscher ist geneigt, die letztgenanntc 
Moglichkeit anzunehmen, und Rosenfeld stimmt thm darin hei: 
irgend ein entscheidender Grund wurde dafiir aber nicht gefunden. 

Kine andere Auffassung schligt von Zeynek vor in 
diesen Worten: «Aus den nicht unbetriichtlich von einander 
differirenden Analysenergebnissen mancher nach verschiedenen 
Methoden dargestellten Himatine scheint hervorzugehen, diss 
die Zerreissung des grossen Hiimoglobinmolekiils unter A)- 
spaltung des eisenhaltigen Farbecomplexes nicht immer an (er 
gleichen Stelle erfolgt.» 3) 

Vielleicht ware diese Auffassung allzu_ einfach, wenn 
wenigstens das Gesagte buchstiblich genommen und vorius- 
gesetzt wird, ein Hiimoglobinmolekiil wiirde in nur zwei Stiicke 
zerrissen werden, wobei die Bruchstelle in verschiedenen Fiillen 
etwas anders gelegen sein wiirde. Hat doch Schulz nacii- 
gewiesen, dass bei der Spaltung des Hiimoglobins nicht Alle- 
als Hiimatin und Globin zuriickgefunden wird, dass also noc 


1) Arch. f. exp. Path. und Pharm., Bd. 36, S. 349. 
2) Ibid. Bd. 40, S. 137. 
3) Diese Zeitschr., Bd. XXX, S. 126. 
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ein oder mehrere andere Spaltungsprodukte frei werden. Wenn 
man beachtet, wie leicht eisenhaltige Splitter vom Himoglobin- 
molekiil losgeldst werden, wie das schon in Folge der Be- 
riiirung mit Alkohol oder mit Chloroform, wenn nur der Farb- 
<toff zuvor in den Zustand des Methiimoglobins gebracht worden 
ist, stattfindet, so braucht man sich nicht zu wundern, wenn 
ein Absplittern in grésserem Massstab unter der Kinwirkung 
tiefer eingreifender, eine Spaltung des Hiimoglobins in Eiweiss 
und Farbstoff hervorrufender Agentien erfolgte. 

ks war zu erwarten, dass das durch Spaltung des schon 
an sich nicht eisenreichen Kathiimoglobins entstandene Hiimatin 
weniger Eisen, als gewohnlich in Hiimatin gefunden wird, ent- 
halten wiirde. Diese Voraussetzung konnte bestiitigt werden: 
ausserdem stellte es sich heraus, dass auch das aus Oxyhiimo- 
elobin mittelst 0,1°/oiger Salzsiiure, Alkohol und Aether bereitete 
Hiimatin eisenarm war. bei der Analyse des nach Schulz in 
‘itherischer Losung erhaltenen Hiimatins fand ich: 


|. 16.5 mg aus Oxyhaimogl. bereit. Himatin lieferte 0.7 mg Eisen, also 4,2° » 
Ht. 109 P » 4,7 4.3" 5 
I. 53.3 Kathimoglobin 2 177» > bat 
Hl. 46.5 , » ATI 3,6° 0. 


Das aus Kathamoglobin hervorgegangene Hiimatin ist 
also zwar noch eisenirmer als das aus Oxyhiimoglobin er- 
haltene, letzteres enthalt aber auch nur etwa halb so viel 
Kisen, als gewOhnlich in nach verschiedenen Methoden be- 
reitetem Hamatin gefunden wird. Nencki und Sieber’) fanden 
den Eisengehalt des Hiimatins aus Rinderblut 9,35°/o, wiihrend 
Cloetta and Rosenfeld in verschiedenen Priiparaten mehr 
als 9,5° 9 Eisen fanden und das von Kiister?) nach der Me- 
thode von Nencki und Sieber bereitete Hiimin 8,65°/o, das 
nach der Vorschrift Schalfejew’s bereitete 9,22°/o Eisen ent- 
hielt. Untersuchungen der letzten Zeit?) haben die Aussicht 


1) Arch. f. exp. Path. und Pharm., Bd. 18, S. 401. 

-) Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 1. 

W. Kiister, Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 1; Bd. XXIX, S185. 
Nencki und Zaleski, ibid. Bd. XXX, S. 384 und Ber. d. chem. Ges 


Bd. 34, S. 997. 
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auf bessere Kenntniss der Structur des Hamatinmolekiils ge- 
Offnet. Vielleicht wird bald genauer als jetzt angegeben werden 
kOnnen, welche Atomgruppen es sind, wodurch die Zusammen- 
setzung des nach verschiedenen Methoden bereiteten Hiimatins 
geiindert wird. 

Dass die Farbe nicht in erster Linie von dem Vorhanden- 
sein eisenhaltiger Atomgruppen abhingt, geht schon daraus 
hervor, dass der Stoff ein Farbstoff bleibt, auch wenn dersel)e 
nach Verlust des gesammten Eisens in Hamatoporphyrin iiber- 
gegangen ist. Auch die fiir das Himatin charakteristischen 
Absorptionsstreifen aber sind nicht an einen bestimmten Gelha 
des Molekiils an Eisen gebunden. Denn das nach der Spaltung 
mittelst Salzsiiure in Aether geléste, sowohl das aus Kathiimo- 
globin, wie das aus Oxyhiimoglobin entstandene Hiimatin zeigt 
die bekannten Bander im Spectrum genau so, wie auf anderem 
Weg bereitetes und viel eisenreicheres Hamatin. 

Dass iiberhaupt das Lichtabsorptionsvermoégen bei der 
Beurtheilung von Farbstoffen mit Vorsicht zu verwerthen ist, 
zeigt auch das Kathiimoglobin, welches in alkalischer Lésung den 
Absorptionsstreifen der Hiimatine und, nach Zusatz Stokes’scher 
Fliissigkeit, die beiden Himochromogenstreifen beobaciiten liisst, 
wiihrend doch, wie oben nachgewiesen, der Stoff dem Hiimo- 
globin viel niiher steht, als dem Hiimatin. 

Dass Hiimatine verschiedener Herkunft nicht gleich sind, 
geht auch daraus hervor, dass nicht jedes Hamatin zur Hiimin- 
bildung geeignet ist. Hiamatin, aus nach der Schalfejewschen 
Methode bereitetem Hiimin durch Zersetzung mit Ammoniak 
hergestellt, liefert bei der Behandlung mit Eisessig und _ ein 
wenig Kochsalz vollkommen charakteristische Teichmann sche 
Krystalle; aus dem nach der von Schulz gegebenen Methoce 
aus Oxvhiimoglobin oder aus Kathimoglobin bereiteten Hiamatin 
ist es mir aber nicht gelungen, mit Eisessig und Kochsalz 
oder mit Aceton und Salzsiiure Haminkrystalle herzustellen. 

Aus meinen Befunden glaube ich Folgendes schliessen zu 
diirfen. Der von Arnold als neutrales Himatin beschriebene 
Stoff ist ein in der Zusammensetzung nur wenig vom Hiamo- 
globin verschiedenes Proteid. 











Ueber den von VY. Arnold beschriebenen Farbstoff. 309 


Dasselbe unterscheidet sich in Bezug auf die Zusammen- 
<etzung von Himoglobin hauptsichlich durch einen geringeren 
Gehalt an Eisen. 

Bei der Bildung des Kathiimoglobins wird aus dem Blut- 
farbstoff Eisen abgelost in einer wasserlislichen, organischen 
Verbindung , welche von Pergamentpapier bei der Dialyse 
cegen Wasser durchgelassen wird. 

Der Name Hiamatin umfasst eine Gruppe von Stoffen, 
welche zwar einen gemeinschaftlichen Kern besitzen, iibrigens 
aber, speciell in Bezug auf den Eisengehalt, betriichtliche Unter- 
schiede nachweisen lassen. 
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Zur Bestimmung der 3-Oxybuttersdure im Harn. 
Von 
Peter Bergell. 


(Aus der medicinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


Der Redaction zugegangen am 8. Juli 1901.) 


Die einzige genaue Methode der Bestimmung der §-Oxy- 
buttersiiure im Harn, welche es erlaubt, liingere Zeit  tiiglich 
zu analysiren, ist dievon Magnus-Levy!) zuletzt angewandte. 
Dieselbe griindet sich auf die Bestimmung der Linksdrehung 
des Aetherextractes unter Anwendung eines Schiittelverfahrens, 
Diese Methode ist eine Verbesserung des iilteren Verfahrens 
von Wolpe.?) 

Die indirekte Bestimmung der 8-Oxybuttersiiuremenge im 
Harn durch Bestimmung der Baseniiquivalente nach Stade|- 
mann erlaubt nicht, die §-Oxybuttersiiure der einzelnen Tages- 
urine quantitativ zu bestimmen. Die Berechnung der Siitire- 
menge aus der Linksdrehung des vergohrenen Harns_ nach 
Kiilz ist ungenau. Der Nachtheil der Modification der Methode 
Wolpe’s von Magnus-Levy besteht in der Schwierigkeit der 
volligen Erschépfung durch Aether, welche die Verwendung 
von ausserordentlich grossen Aethermengen noéthig macht, und 
in der Nothwendigkeit, die atherische Lésung zu entwiissern. 

Durch Anwendung von Trockenmittel gelingt es, cine 
Extraction im Soxhlet’schen Apparat durchzufiihren, wodurc 
die Bestimmung der §-Oxybuttersiiure ausserordentlich ver- 
einfacht wird und noch an Exactheit gewinnt. Die Ausfiihrung 


1) Arch. fiir exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 45, S. 390, Bd. 42, 
S. 167—170. Beschreibung der ilteren Methoden. 
2) Ibid. 21. 
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jer Methode gestaltet sich folgendermassen: 100—300 ccm. 
Harn werden bei schwach alkalischer Reaction (Natrium- 
carbonat) auf dem Wasserbade zum Sirup eingedampft. Der 
Riickstand nach dem Erkalten zuniichst mit einem Phosphor- 
siuresirup unter Kihlung, dann mit 20—30 g fein gepulverten, 
cegliihten Kupfersulfats und 20—25 g sehr feinkOrnigen Sandes 
verrieben, wodurch ein trockenes Pulver erhalten wird. Die 
-o getrocknete Substanz wird quantitativ auf ein Soxhletfilter 
cehbracht und mit gleichfalls durch Kupfersulfat  vollstindig 
vetrocknetem Aether im Extractionsapparat vollstiindig erschopft, 
was bereits nach einer Stunde erreicht ist. Darauf wird 
abtiltrirt, das Kupfersulfat mit trockenem Aether ausgewaschen, 
der Aether abdestillirt, der Riickstand mit 20 ccm. Wasser 
aufgenommen, mit sehr wenig Thierkohle entfiirbt und die 
Linksdrehung bestimmt. Die specifische Drehung ist’ nach 
Magnus-Levy 24,12° 

Nach dieser Methode wurden normalen Harnen zugesetzte 
}-Oxvbuttersiiuremengen innerhalb der Fehler der Polarisations- 
methode vollstiindig wiedergefunden, in Normalharnen wurde 
eine linksdrehende, in trockenem Aether ldsliche Substanz 
niemals angetroffen. Ebenso wurde die zugefiigte Siuremenge 
auch in einem Harne wiedergefunden, der nach dem Zusatz 
von 5%  Traubenzucker vergohren war. Darauf wurden 
normale Harne, denen 5°/o Traubenzucker und eine bestimmte 
Menge §-Oxybuttersiiure zugefiigt war, nach dieser Methode 
behandelt und alle Oxybuttersiure wiedergefunden. 

Die durch die Linksdrehung kontrollirten hinzugefiigten 
*-Oxybuttersiuremengen schwankten zwischen 0,22 und 1,33 g 
pro 100 cem. Harn. In Diabetikerharnen von 0,3 bis 0,6°/o 
3-Oxybuttersiure  differirten die Polarisationsresultate der 
Kontrollbestimmungen nicht iiber 0,1° bei 1,886 Dem. langer 
Rhohre. Die Aciditit des Aetherextractes tiberwog trotz Ab- 
wesenheit von Phosphorsiiure und Salzsiiure in den von mir 
bisher untersuchten Fiillen meist den durch Polarisation er- 
haltenen Werth der 8-Oxybuttersiiure betriichtlich. 








Zur Kenntniss des Chemismus der peptischen und tryptischen 
Verdauung der Eiweisskorper. 
Von 
D. Lawrow. 


I. Mittheilung. 


(Aus der chemischen Abtheilung des Instituts fiir experimentelle Medicin zu St. Petersburz 


(Der Redaction zugegangen am 9. Juli 1901.) 


Die vorliegende Arbeit ist die Fortsetzung meiner im 
Jahre 1897 russisch publicirten Abhandlung, welche die Er- 
forschung des Chemismus der peptischen und der tryptischen 
Verdauung der Eiweisskérper zum Gegenstande hatte. !) 

Aus den damals von mir angestellten Versuchen tiber 
die peptische Verdauung der Eiweisskorper ergaben sich folgende 
Resultate: 

1. Das Amphopepton Kiihne’s ist ein Gemisch von 
Spaltungsprodukten, das je nach der Intensitiéit und nach der 
Liinge der Verdauung beziiglich der Zahl der Bestandtheile 
und ihrer chemischen Eigenschaften veriinderlich ist. 

2. Bei einer sehr intensiven und sehr langdauernden 
kiinstlichen peptischen Verdauung der Eiweisskorper entstehen 
krystallinische Produkte, und unter anderen auch das Leucin. 

N. Lubavin war der erste, welcher im Jahre 1871 die 
Entstehung von Tyrosin und Leucin in nicht unbetriichtlicher 
Menge bei der peptischen Verdauung des Caseins constatirte. *) 

1) ). Lawrow, Zur Frage nach dem Chemismus der peptischen 
und tryptischen Verdauung der Eiweisskérper, Inaug.-Diss. 1897 (russisch : 
Zur Kenntniss des Chemismus der peptischen u. s. w., Diese Zeitschr.. 
Bd. XXVI, 8S. 513—523. 

2) N. Lubavin, Medicin.-chem. Untersuch. v. F. Hoppe-Seyler. 
Bd. IV, S. 463—485. 1871. 
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3. Das Amphopepton Kiihne’s gibt mit dem Labferment 
die Danilewski'sche Reaction nicht. 

4. Sowohl das Pepton von A. Danilewski, als auch das 
Amphopepton Kiihne’s, bis zum constanten Gewichte bei 100 
his 120° getrocknet, erleiden eine derartige Veriinderung, dass 
ihre Léslichkeit im Wasser stark herabgesetzt wird. 

Meine Versuche tiber die intensive und sehr langdauernde 
peptische Verdauung der Eiweisskorper habe ich mit den frischen, 
mit Wasser sorgfiltig gewaschenen, vom Fettgewebe befreiten 
und in kleine Stiicke zerschnittenen Schweinemiigen ausgefiihrt, 
und zwar wurden die Magen mit Wasser, Salzsiiure, Chloroform 
und Thymol in den mit Kork geschlossenen Flaschen etwa 
2 Monate bei Bruttemperatur gehalten. 

Die feuchten Magen wogen etwa 12 kg. Der Gehalt an 
Salzsiiure in der urspriinglich zu verdauenden Loésung, deren 
Volumen 201. betrug, war = 0,5°/o. 

Nachdem die Fleischfléckchen so gut wie vollkommen 
gelost worden waren, und zwar nach etwa 6 Tagen, wurde 
die LOsung durch Fliesspapier filtrirt und das ganz klare, stroh- 
eelbe Filtrat der weiteren Selbstverdauung unterworfen. 

Von Zeit zu Zeit, und zwar nach je 1—2 Tagen, wurde 
die selbstverdauende Fliissigkeit auf den Gehalt an Acidalbumin, 
an Ktthne’s Amphopepton, an freier Salzsiiture und die ver- 
dauende Wirkung in tblicher Weise gepriift. 

Die Verdauung ging so energisch vor sich, dass eine 
nach 4 Wochen herausgenommene und neutralisirte Probe, mit 
Ammoniumsulfat gesattigt, nur einen ganz unbedeutenden Nieder- 
schlag gab. 

Die Lésung bewahrte bis zum Ende das Verdauungsver- 
mogen im héchsten Grade: so zum Beispiel verdaute eine 
kleine nach 2 Monaten entnommene Probe der Fliissigkeit bei 
bruttemperatur das gleiche Volumen des in 0,5°/oiger Salzsiiure 
gequollenen Fibrins innerhalb 8—10 Minuten. Dieses nach- 
haltige Verdauungsvermégen wurde dadurch erzielt, dass ich 
der Losung je nach dem Ergebniss der Vorpriifungen mit Fibrin 
abwechselnd bald destillirtes Wasser, bald Salzsiiure zusetzte. 
Wie viel von der Siiure zuzusetzen war, dafiir hatte ich einen 
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Anhaltspunkt in einer ein fiir allemal hergestellten Congoroth- 
ldsung, die ich in abgemessenen Mengen zu einem und dem- 
selben Volumen der enthommenen Probe zusetzte und dsarai! 
achtete, dass die Farbennuance stets dieselbe bleibe. Im Ganzen 
wurden der urspriinglichen Losung 25 |. 0,5°/oiger Salzsiiure 
und 150 cem. 25° oiger Salzsiiure hinzugetiigt. 

Die urspriingliche Losung enthielt auf 20 1 70 conn, 
Chloroform und 12 g Thymol. Nach jeder Verdiinnung dey 
Losung wurde ihr Chloroform hinzugefiigt: im Ganzen noch 
105 g¢ Chloroform, so dass die Fliissigkeit die ganze Zeit mi 
Chloroform gesittigt war.) 

Nach 2 Monaten wurde die selbstverdauende Loésung you 
einem schmierigen, schlammartigen, verhaltnissmiissig unbedeu- 
tenden Niederschlage durch Fliesspapier abfiltrirt, mit Actz- 
natron bis zum Verschwinden der Reaction mit dem Giinz- 
burg schen Reagens neutralisirt, wobei ein unbedeutender 
Niederschlag entstand, wovon abfiltrirt wurde und auf dem 
Wasserbade bis zur beginnenden Krystallisation eingedamplt. 
Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur verwandelte 
sich die LOsung in einen krystallinischen Bret. 

Der abgesaugte, mit Fliesspapier sorgfiiltig abgepre=ste. 
getrocknete Niederschlag wog 1,5 kg. Das Filtrat gab beim 
weiteren Eindampfen noch eine krystallinische Masse in er- 
heblicher Menge. 

Der vorliutige Versuch hatte, wie schon erwihnt, gezeigt, 
dass hier die Verdauung recht energisch verlief. 

Der erhaltene krystallinische Niederschlag wurde yon 
Neuem in Wasser aufgelist, das zum Trennen und Abpresseu 
des Niederschlages benutzte Fliesspapier mit heissem Was-cr 


extrahirt und die erhaltenen Extractionsfliissigkeiten mit der 


Mutterlauge vereinigt. Die Verarbeitung einer Hiilfte cer 
Losung geschah wie folgt. Die Fliissigkeit wurde auf dem 
Wasserbade bis zur beginnenden Krystallisation eingedam))tt 
und 24 Stunden stehen gelassen. Der ausgeschiedene kry=til- 
linische Niederschlag wurde abgesaugt, mit kaltem Wasser 


1) Vergl. die oben citirte Inaug.-Diss., S. 97—98. 
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nachgewaschen und zwischen Fliesspapier stark abgepresst. 
‘jor Niederschlag wog 644 g. Das zum Trennen und Abpressen 
dieses Niederschlages benutzte Fliesspapier wurde mit heissem 
\Vasser extrahirt und sowohl das Extract als auch das Wasch- 
‘itrat mit der Mutterlauge vereinigt. Aus der Mutterlauge 
wurden successive noch drei Krystallisationen erhalten, von 
welchen jede mit kaltem Wasser nachgewaschen und zwischen 
liesspapier abgepresst wurde. Die erste von diesen dret 
Krystallisationen wog 121 g, die zweite 117 g, die dritte 60 g. 

Das zum Trennen und Abpressen jeder von diesen Krystal- 
lisationen benutzte Fhesspapier wurde sorgfialtig mit heissem 
Wasser extrahirt und das Extract der entsprechenden Mutter- 
lauge hinzugeftgt. 

Die Mutterlauge der letzten Krystallisation, bis zur sirupdsen 
Consistenz eingedickt, verwandelte sich beim Stehen ebenfalls 
i eine Krystallmasse, welche aber beim Filtriren grosstentheils 
in Losung ging, und der Rest zerfloss beim Pressen zwischen 
IF liesspapler. 

Die vier krystallinischen Niederschliige wurden vereinigt, 
im Wasser aufgelost und der Gehalt der LOsung an organischen 
und anorganischen Substanzen ermittelt. Es zeigte sich, dass 
die Quantitiit der organischen Substanzen der Lésung 405,6 g, 
der anorganischen 21,6 g betrug. 

In der Mutterlauge der Krystalle fand ich den Gehalt an 
organischen Stoffen — 589,5 g, und den der anorganischen 
Salze = 99 g. Rechnen wir noch dazu die krystallinisch ab- 
geschiedenen Substanzen, so war die Gesammtmenge der 
organischen Verdauungsprodukte = 995,1 g, wovon etwa 40°)» 
krystallisirten. 


Untersuchung der krystallinischen Produkte. 

Die Lésung der krystallinischen Produkte wurde mit 
Thierkohle gekocht und filtrirt. Die verwendete Thierkohle 
wurde mit kochendem Wasser mehrere Male extrahirt, die 
vereinigten, hellgelb gefiirbten Filtrate wurden auf dem Wasser- 
bade bei 60—70° bis zur Krystallisation eingedampft und etwa 
-% Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der auf 
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der Wasserstrahlpumpe abgesaugte krystallinische Niederschlae 
(A) wurde mit kaltem Wasser mehrere Male ausgewaschen, zwi- 
schen Fliesspapier abgepresst, zuerst bei 50—60°, dann bei 95 
bis 100°, endlich bei 105—110° bis zum constanten Gewichte 
getrocknet. Die Krystalle waren aschefrei, ihr Gewicht betrug 
153 g, also ca. 15,4°/o von dem Gewichte der verwendete); 
organischen Substanzen. Die verdtinnte, und zwar ca. 2,59) jge 
wiisserige LOsung der Substanz gab gar keinen Niederschlac. 
sowohl mit Phosphorwolframsiure, als auch mit AgNO, + HNO, 
auch gab ihre wiisserige LOsung mit dem Millon’schen Reagens 
keine rothe Fiirbung. Offenbar hatte ich hier Leucin und dessey) 
kohlenstoffirmere Homologe vor mir, deren Trennung you 
einander durch fractionirte Krystallisation mit grossen Substanz- 
verlusten verbunden war. 

Dies gilt, nach den Angaben von Fr. Hofmeister!) und 
EK. Schulze,?) nicht nur fiir die Amidosaéuren selbst, sondern 
auch fiir die schwerléslichen Kupfersalze dieser Séuren. 

Die Mutterlauge des Niederschlages (A), mit Wasch- 
wasser des Niederschlages vereinigt, wurde bis auf 8 Liter 
mit Wasser verdiinnt, mit Schwefelsiiture bis auf 2,5°% 0 an- 
gesiiuert und mit Phosphorwolframsiure gefallt. Der nach 
24 Stunden abgesaugte Niederschlag wurde mit kaltem Wasser 
ausgewaschen und mit Barytwasser in tblicher Weise zerlegt. 
Das Filtrat von phosphorwolframsaurem Baryum wurde mii 
dem Waschwasser vereinigt, mit CO, gesiattigt, eingedampti 
und vom Barytearbonat filtrirt. Das Filtrat davon enthiel! 
35,49 g organischer Substanzen. Dieses Filtrat, welches etwa 
5,5%/o organischer Substanzen enthielt, reagirte stark alkaliscl.. 

Die urspriingliche Losung der rohen krystallinischen Pro- 
dukte enthielt also 370,1 g der durch Phosphorwolframsiiure 
nicht fiillbaren organischen Substanzen und 35,49 g der fiillbaren. 

Die Mutterlauge des Phosphorwolframsiiureniederschlages. 
Mutterlauge (M), wie auch das Waschwasser, wurden dure! 
Barytwasser von der in Lésung vorhandenen Phosphorwoltram- 


1) Fr. Hofmeister, Liebig’s Ann. Bd. 189, S. 6—13. 
2) E. Schulze, diese Zeitschr., Bd. IX, S. 63—126. 
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siure und durch Schwefelsaure von gelistem Baryt befreit, 
<odann auf dem Wasserbade bis zur Krystallisation eingedampft. 
Nach 24 Stunden entstand darin ein krystallinischer Nieder- 
schlag (B), welcher abfiltrirt und mit kaltem Wasser aus- 
cewaschen wurde. Das Waschwasser, mit dem Filtrat vereinigt, 
cab nach dem Eindampfen und Stehenlassen eine neue 
Krystallisation, welche wie vorher behandelt wurde. Auf diese 
Weise habe ich aus der Mutterlauge (M) noch drei fast farb- 
lose, aschefreie Krystallisationen erhalten, Krystallisation 
(), (D) und (E). 

Die Quantitat der in diesen vier Krystallisationen aus- 
ceschiedenen, bei 105—110° bis zum constanten Gewichte 
cetrockneten Substanzen betrug ca. 75 g. 

Die Mutterlauge des Niederschlages (EK), Mutterlauge 
(N), bis zur syrupartigen Consistenz verdunstet, verwandelte 
-ich in eine schmierige, zum Theil krystallinische Masse. 

Die weitere Behandlung der Mutterlauge (N) wird weiter 
unten besprochen. 


Die Niederschlige (A), (B), (C), (D) und (E). 

I. Die Niederschliige wurden zusammen im Wasser gelost 
und zweimal aus heissem Wasser umkrystallisirt. Das Um- 
krystallisiren geschah mit grossem Substanzverluste. Die aus- 
veschiedenen Krystalle vom Aussehen des Leucins wurden bis 
zum constanten Gewichte bei 105—110° getrocknet und ergaben 
bei der Verbrennung folgende Zahlen: 


0.2842 g Substanz gaben 0,2488 g H,O und 0,5482 g CO, 


(0.2933 » 02518 » HO » 00,5647 » CO, 
0.2384 >» , 21 cem. Stickstoff bei B = 764.6 mm. 
und T = 21°, ther 30°%o Kalilauge. 
Berechnet fir: 
C,N,,NQ,: C,H, ,NO,: 
C 54.96% 51,28 %Jo 
H Y 92 %/9 945 Vo 
N 10,69 °/o 11,96 °Jo. 
Gefunden: 
( 32.60 °/o 92.55 °/o —- 
H 9,73 %/o 9 61 °'o mtn 


N — — 10.33 %/0. 
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Die Ausbeute an dieser Substanz, Substanz (AE), be- 


trug ca. 76 ¢g. 

Kin Theil der Mutterlauge der Substanz (AE) wurde 
bis zur Krystallisation eingedampft, das tiber Nacht auskrystalli- 
sirte abfiltrirt und noch einmal aus heissem Wasser un- 
krystallisirt, bis zum = constanten Gewichte bei 105—110 
getrocknet und analysirt. Die Analyse gab folgende Resultiate 

0.2696 ¢ Substanz gaben bei der Verbrennung 0.2274 ¢ HO und 
0.5302 ¢ CO,. 

; Gefunden: 
. 54,49 %/y 
HH 9.37 0, 

Die Analysenzahlen weisen also auf das Leucin hin. 

H. Das Leucin wurde noch constatirt durch die Kupter- 
verbindung, die durch Vermischen einer wisserigen Losune 
der Substanz (AE) mit einer ammoniakalischen Kupfercarbonat- 
lésung erhalten wurde. Der entstandene, fein krystallinische 
Niederschlag wurde nach einigen Stunden abgesaugt, mil 
heissem Wasser mehrere Male nachgewaschen und zuerst. be 
60—70°, dann bet 105—110° bis zum = constanten Gewicht: 
getrocknet. Die Analysen der Substanz gaben folgende he- 
sultate: 


O3¢51 ¢ Substanz gaben bei der Verbrennung 0,0952 CuO. 


0.254 , » 0,062 ¢ CuO 
0.2914 » . » O1968 » HO und 0,4736 g CO, 
O.3436 > . »  0,2272 » HO > 0,5338 » CQ,. 
fiir (C,H,NO,),Cu 
serechnet: Gefunden: 
C 44.52 °/o 44.33 °y 43,97 
H 7,42 7.33% 7A 
Cus: 19.61% 0 19,72 %/o 10.49 


Hl. Die Substanz (AE) wird zweimal aus_ heissein 
Wasser umkrystallisirt, die erhaltene, mit kaltem  Was=0! 
nachgewaschene, zwischen Fliesspapier abgepresste und |e! 
L05—110° bis zum constanten Gewichte getrocknete Substanz 
gab folgende Analysenzahlen: 

03952 g Substanz gaben 0.3416 g H,O und 0.7671 ¢ CO, 
04083» | » 0,3526 » H,O 0,7890 » CO,. 
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Gefunden: 
C 82.95 °/o 53.31 90 


H 9.67 ° 9 966" o. 


Die analysirte Substanz wurde noch einmal aus heissem 
Wasser umkrystallisirt. Die Resultate der Analyse der bei 
105 —110° bis zum constanten Gewichte getrockneten Substanz 
sind folgende: 


O.5694 ¢g 


Substanz gaben 0.3179 g H,O und 0.7138 g CO,. 
Gefunden : 
C 92,71°/0 
H 9.63° 0. 
Diese letzte Substanz wurde noch einmal aus heissem 
Wasser umkrystallisirt, bet 105—110° getrocknet und analysirt. 
Bei den Analysen ergaben sich folgende Zahlen: 


0.507% g Substanz gaben 0,268 ¢ H,O und 0.5958 ¢ CO,. 
0.3153 » . 28,4ccm. Stickstoff, bei B. = 767.5 mm 
und T. = 22.5”. 
0.2966 g Substanz gaben 27,0 cem. Stickstoff, bei B. = 766.5 mm. 
und T. == 25,0". 
Gefunden: 
( 2.87” 
H 9,76 °'y — — 
N — 10,31 ° 0 10.24° 0. 


Die Elementarzusammensetzung dieses Produktes blieb 
also beim wiederholten Umkrystallisiren unveriindert. Diesen 
Zililen zufolge wiire dieses Produkt ein Gemenge von Leucin 
und Amidovaleriansiiure in nahezu molekularem Verhiiltnisse. 

Berechnet fiir C,H,,NO, 4+- C,H,,NO,: 
c 53,22 °/0 
H 9.67% 0 
N 11,32 °/o 

Die analysirte Substanz war so gut wie vollkommen 
aschefrei. 

0.6096 ¢ Substanz heferten bei der Verbrennung 0,0006 ¢ Asche 

0,099 4 

Ich habe einen Theil dieser letztanalvsirten Substanz in 
Wasser aufgelést und die erhaltene Lésung mit einer ammo- 
hiakalischen Kupfercarbonatlésung derartig gefillt, dass ein 
Verhiltnissmiissig geringer Niederschlag entstand. Der Nieder- 
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<chlag, welcher bloss aus fein ausgebildeten Krystiillchen })e- 
stand, wurde abfiltrirt, mit heissem Wasser ausgewaschen und 
bei 105—110° bis zum constanten Gewichte getrocknet. — [Pe, 
Gehalt der Substanz an Kupfer war gleich 19,48°/o. 


0.5238 g Substanz gaben beim Gliihen 0,1278 g CuO. 

Die Kupferverbindung zeigte also, dass ein Theil des 
Produktes wirklich aus Leucin bestand. 

Mutterlauge (N). Die Mutterlauge (N) (S. 317) wurde 
mit Wasser stark verdiinnt, auf dem Wasserbade bis auf etwa 
70° erwiirmt, mit Kupfercarbonat versetzt, noch etwa 2 Stunden 
unter Umriihren bei 60—70° gehalten und von dem der Hatpt- 
masse nach aus Kupfercarbonat bestehenden Niederschlage al)- 
getrennt. Der Niederschlag wurde mit kochendem Wasser 
his zum Erschépfen extrahirt und die Extractionsfltissigkeit 
dem Filtrate hinzugesetzt. Die vereinigte, intensiv blau ge- 
fiirbte Losung wurde bei gelinder Temperatur eingedamptt. 
Der entstandene, fein krystallinische Niederschlag (F) wurde 
abgesaugt, mit heissem Wasser ausgewaschen und bei 105—1 10" 
bis zum constanten Gewichte getrocknet. Die Analvse gab 
folgendes Resultat: 

0.2269 ¢ Substanz gaben bei der Verbrennung 0,0558 g CuO. 

| Fir (CyH,,NO,),Cu : | 
Berechnet: Gefunden: 
Cu 19,61° 19.630, 

Die Mutterlauge des Niederschlages (F), Mutter- 
lauge (P), gab nach mehreren Tagen noch einen krystalli- 
s<chen Niederschlag (G); die abgesaugte, mit Wasser ats- 
gewaschene, bei 105—110° bis zum constanten Gewichie 
getrocknete Substanz enthielt 19,34°/o Kupfer. 

g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,0544 g CuO. 

Die Quantitiéit der Niederschlige (F) und (G)_ betrug 
ca. 12 g. 

Die Mutterlauge des Niederschlages (G), Mutterlauge 
(R), gab sowohl beim mehrtiigigen Stehen, als auch }ein 
weiteren Eindampfen keinen krystallinischen Niederschlag. 

Die mit Bleiessig nach dem Verfahren von E. Schulze’) 


0.2246 


) BE. Sehuisze,. 1. c. 
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versetzte Mutterlauge (R) gab einen unbedeutenden Nieder- 
3 -chlag, weshalb sie auf folgende Weise verarbeitet wurde. 

Die bei 60° concentrirte Losung wurde mit dem gleichen 
Volumen 95°/oigen Alkohols  sorgfiiltig gemischt und iiber 
Nacht stehen gelassen; es entstand ein unbedeutender, griin- 
blau gefirbter, schlammartiger Niederschlag. Die vom Nieder- 
--hlage filtrirte LOsung (der Niederschlag wurde nicht unter- 
sucht) wurde mit einer 45°/o Alkohol enthaltenden Bleiessig- 
isung allmihlich, unter Vermeidung eines Ueberschusses 


.. 
a 
of 
ii 
; 





versetzt, und zwar so lange, als noch ein flockiger, beim Stehen 
krystallisirender Niederschlag (H) entstand. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde der Niederschlag abfiltrirt, mit 45°/oigem Alkohol 
nachgewaschen und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die 
von Schwefelblei abfiltrirte Loésung wurde eingedampft, filtrirt 
und mit frisch gefalltem Silberoxyd so lange versetzt, als eine 
Probe der Lésung mit AgNO, + HNO, noch einen Niederschlag 
vab. Die vom erhaltenen Chlorsilber abfiltrirte L6sung enthielt 
12.7 g organischer Substanzen. Die Losung wurde mit Kupfer- 
carbonat versetzt, auf dem Wasserbade bei 60—70° mehrere 
Stunden gehalten, von tiberschiissigem Kupfercarbonat abfiltrirt 
und bet gelinder Temperatur eingeengt. Der nach etwa 24 Stunden 
entstandene krystallinische Niederschlag wurde abgesaugt, mit 
\Wasser ausgewaschen und bei 120—125° bis zum constanten 
(rowichte getrocknet. Die Ausbeute an dem Salze betrug cirea 
ig. Die Analyse gab folgende Resultate : 

01935 g Substanz gaben beim Gliihen 0,078 g CuO. 

O.197 ¢ Substanz gaben 0,0813 g CuO 

Pir C,H,NO, - Cu. 
Berechnet: Gefunden: 
Cu 32.61% 32.979), 32.96% 
im Mittel: 32.61%. 

Die Substanz war, wie die Analyse zeigt, asparaginsaures 
Kupfer, 

Die Mutterlauge des Niederschlages (H). Mutter- 
lauge (S), wurde von Alkohol befreit und nach dem Verfahren 
von E. Schulze!) so lange mit AgNO, versetzt, als ein Nieder- 
<chlag (J) noch entstand. Der Niederschlag (J) wurde ab- 


1) E. Schulze, 1. ¢. 
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gesaugt, mit kallem Wasser nachgewaschen, durch Schwef|- 
wasserstolf entsilbert und in Wasser gelést. Die Ausbeute gy 
der Substanz betrug 5,67 g. Die wiisserige Lésung wurd: 
mit Kupfercarbonat behandelt, das erhaltene klare Filtrat. ej, 
beim Eindampfen und Stehen eine ganz unbedeutende yep- 
filzte Krvystallisation. 

Die Mutterlauge des Niederschlages (J) wurde weite; 
nicht untersucht. 

Ks war nicht mein Zweck, alle die hier erhalteney 
krystallinischen Produkte zu isoliren. Dies wtirde erst dany 
einen besonderen Werth haben, wenn nicht ein Gemencge 
verschiedener Proteinsubstanzen, sondern ein einziger woh)! 
charakterisirter Eiweissstoff der protrahirten peptischen Ver- 
dauung unterworten worden wire. 

Ks ist bemerkenswerth, dass unter den krystallinischen 
Spaltungsprodukten) kein) Tyrosin) vorhanden war. Ob das 
Tyrosin bei dieser Selbstverdauung der Magen entstand ode 
nicht, dariiber k6nnen meine Untersuchungen keine genie 
Auskunft geben, da der oben (S. 314) erwiihnte schlammartige 
Niedersechlag, welcher von der verdauten Losung abgetrennt 
worden war, nicht untersucht wurde. Die von mir isolirten 
krystallinischen Produkte gaben keine Millon’sche Reaction, 
unter ihnen konnte also kein Tvrosin enthalten sein. 


Die Mutterlauge der krystallinischen Produkte. 


Die Lésung, deren Gehalt an organischen Substanzen 
sich, wie oben angegeben, auf 589,5 @ belief, wurde bis au 
12 Liter mit Wasser verdiinnt, mit Schwefelsdéure angesiiue', 
so dass die Fliissigkeit 2,5°/o H,SO, enthielt, und mit Phosphor- 
wolframsiiure so lange versetzt, als ein Niedersehlag noch ent- 
stand, 24 Stunden stehen gelassen und filtrirt. Der abgesaugte 
Niederschlag wurde zwischen Fliesspapier sorgfiltig abgepresst. 
mit Wasser ausgewaschen und durch Barytwasser bei 60—7') 
zerlegt. Das Barytwolframat wurde abgetrennt, mehrere Male 
mit heissem Wasser ausgewaschen, durch die vereinigten 
Filtrate Kohlensiiure hindurchgeleitet, auf dem Wasserbade 
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eingedampft und filtrirt. Der Gehalt der resultirten Losung 
an organischen Substanzen betrug 207 g. Dazu kommt noch 
derjenige Antheil, der bei der Fallung der krystallinischen 
Rohprodukte mit Phosphorwolframsiaure erhalten wurde. Seine 
Menge war 35,5 g. Die Menge der durch Phosphorwolfram- 
stiure fiillbaren Substanzen, bei der Selbstverdauung der Miigen 
hauptsiichlich von den Nucleoproteiden, theilweise aber von 
den Extractivstoffen der Muskel herrthrend, betrug also im 
Ganzen ca, 24/0 der Verdauungsprodukte. 

Das Filtrat vom Phosphorwolframsiiureniederschlage wurde 
init Waschwasser des Niederschlages vereinigt, durch Aetz- 
haryt von der Phosphorwolframsiure und durch Kohlensiure 
vom tiberschiissigen Baryt befreit. Die erhaltene, bis zur 
<yruposen Consistenz gebrachte Losung gab einen verhaltniss- 
niissig unbedeutenden krystallinischen Niederschlag, welcher 
der Hauptmasse nach aus anorganischen Salzen bestand. Die 
Losung wurde weiter nicht untersucht. 

Losung der basischen Produkte. Die Loésung der 
durch Phosphorwolframsiiure ausgeschiedenen Produkte reagirte 
stark alkalisch und gab die Biuretreaction, und zwar reagirte 
eine etwa 8°/o organischer Substanzen enthaltende Probe der 
hellgelb gefiirbten Lésung etwas stiirker, als eine 0,25°/oige 
wiisserige LOsung des Wittepeptons, und etwas schwiacher, als 
eine O.5° oige wiisserige LOsung des genannten Peptons. 

Diese Priifungen ergaben, dass bei der Selbstverdauung der 
Miigen die Eiweisskorper bis auf geringe Spuren zersetzt wurden. 

Die Losung wurde ven den Xanthinbasen durch Silber- 
nitrat in Gegenwart von Salpetersiiure befreit und zwar wurde 
sie mit verdiinnter Salpetersiiure bis zur schwachen, deutlichen 
sauren Reaction und mit Silbernitrat so lange versetzt, als ein 
Niederschlag (I) noch entstand. 

Die nach 24 Stunden vom Niederschlage (1) abgetrennte, 
schwach sauer reagirende Liésung wurde nach dem Verfahren, 
Welches zur Ausscheidung von Arginin und Histidin§ von 
A. Kossel!) ausgearbeitet wurde, mit Silbernitrat und Baryt- 


1) A. Kossel, Diese Zeitschr.. Bd. XXV, S. 165—189. 
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wasser gefiillt. Der entstandene, flockige Niederschiag ||| 
wurde nach 24 Stunden abgesaugt, mit kaltem Wasser aus- 
gewaschen und in verdiinnter Salpetersaiure aufgelOst. Die 
erhaltene, filtrirte L6sung wurde nach dem Verfahren you 
Ss. G. Hedin!) mit Ammoniak resp. mit ammoniakalischer Silber- 
nitratlbsung gefallt. Der neu entstandene Niederschilag (Ila) 
wurde nach 24 Stunden abgesaugt, mit kaltem Wasser nach)- 
gewaschen, in verdiinnter Schwefelsiure suspendirt, darch 
Schwefelsiiure entsilbert, durch Baryt von Schwefelsiiure, durch 
Kohlensiiure von Barvtresten befreit und bis auf 0.5 Liter 
eingedampft. Der Gehalt der Losung an organischen Substanzen 
war 2,7 g, an anorganischen 0,5) g. 

Ks ist bemerkenswerth, dass diese so verdiinnte Losuny 
eine starke alkalische Reaction zeigte, was eine Histidin- 
losung nicht zeigt. 

Die Losung wurde mit Thierkohle entfarbt, auf dem 
Wasserbade bis zur syrupdOsen Consistenz eingedampft, mit 
dem gleichen Volumen concentrirter Salzsiiure versetzt, bei 
40 —45° bis zur Krystallisation eingedickt, abgektthlt und zu- 
erst mit absolutem Alkohol, dann mit Aether gemischt. Es 
entstand ein ganz unbedeutender krystallinischer Niederschiag, 
welcher der Hauptmasse nach aus Baryumchlorid  bestand. 
Dieser Niederschlag, wie auch seine Mutterlauge wurden nicht 
weiter untersucht. 

Wenn diese Fraction, und zwar der Niederschlag (Ila, 
blos aus dem Histidin bestiinde, so wirde die erhaltene Quan- 
titiit, und zwar 2,7 g, ganz unbedeutend sein im Verhiilt- 
niss zu der Gesammtmenge der bei der Selbstverdauung ent- 
standenen organischen Substanzen —= 995,1 g. 

Das Filtrat des Niederschlages (fla) wurde mi 
Schwefelsiiture bis auf 2,5°/o angesiiuert, durch Schwefelwasser- 
stoff entsilbert und mit Phosphorwolframsiaure gefallt.. Der cnt- 
standene Niederschlag (IIb) wurde abgesaugt, mit kaltem 
Wasser nachgewaschen und mit baryt zerlegt. Das erhaltene, 
von Barvt befreite Filtrat enthielt 7,74 g organischer und 0,22 ¢ 


1) S. G. Hedin, Diese Zeitsehr., Bd. XXIL, S. 191—196. 
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anorganischer Substanzen. Die Losung wurde mit Salpeter- 
siiure ganz genau neutralisirt, mit Thierkohle entfirbt, mit 
Kupfercarbonat bei 60—70° etwa 5 Stunden gehalten, filtrirt 
und bei 40—45° bis zur syrupdsen Consistenz eingedampft. 
Nie coneentrirte Lésung war nicht tiefblau, wie wiisserige 
Losungen von Argininkupfernitrat, sondern griinblau  gefiirbt. 

Der Syrup gab beim mehrwochentlichen Stehen keinen 
Niederschlag. Auch nach der Impfung mit Krystiillchen von 
Argininkupfernitrat (aus dem Pferdeglobin) krystallisirte nach 
vielwochentlichem Stehen der Sirup nicht. 

Ks ist also bemerkenswerth, dass sowohl das Histidin 
als auch das Arginin, das letztere eine verhiiltnissmiissig leicht 
isolirbare Substanz, unter den basischen Produkten der energisch 
verlaufenen Selbstverdauung der Magen vermisst wurden. Da 
lag die Vermuthung nahe, dass die eventuell entstandenen 
Hexonbasen bei einer so protrahirten Verdauung einer Hydra- 
tationszerlegung unterlagen, wie dies auch bei Fiiulniss der 
genannten Basen der Fall ist.) 

Ich habe daher in der vom Niederschlage (Il) filtrirten 
Losung nicht nur nach dem Lysin, sondern auch nach dem 
Putrescin und dem Cadaverin gesucht. Diese Loésung wurde 
mit Schwefelséiure angesiiuert, durch Schwefelwasserstoff ent- 
silbert, mit Barytwasser versetzt, die Mischung mit Kohlensaure 
gesiittigt, auf dem Wasserbade eingedampft und vom Baryt- 
carbonat abfiltrirt. Das Filtrat enthielt 114,12 g organischer und 
79.69 g anorganischer Substanzen. Die Reaction der Lésung 
war stark alkalisch. 

Kin Theil dieser Lésung, welcher 75 g organischer Sub- 
stanzen enthielt, wurde auf dem Wasserbade eingedampft und 
mit einer alkoholischen, gesiittigten Lésung von Pikrinsiure 
so lange versetzt, als noch ein schwerer krystallinischer Nieder- 
schlag entstand. Der Niederschlag wurde abgesaugt, das Filtrat 
gab sowohl mit der alkoholischen Lésung der Pikrinsiiure als 
auch mit Alkohol und Aether keinen krystallinischen Nieder- 
schlag mehr; aber nachdem Alkohol aus dem Filtrate beim 


l\ A. Ellinger, Diese Zeitschr., Bd. XXIX, S. 334—348. 
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Kindampfen auf dem Wasserbade entfernt worden war, 
die alkoholfreie Lésung mit einer warmen wiisserigen, ge- 
siittigten Losung der Pikrinsiiure einen bedeutenden schweren 
krystallinischen Niederschlag. Die ersten zwei Pikrate wurden 
vereinigt und weiter, wie unten angegeben, behandelt. 

Die von dem zweiten Filtrate filtrirte Lo6sung wurde auf 
dem Wasserbade eingeengt: beim Stehen gab sie keinen Niedey- 
<chlag. Sie wurde in wiisseriger Loésung mit Pikrinsiiure yon 
Neuem so lange versetzt, als noch ein schwerer krystallinischer 
Niederschlag entstand, welcher bei 24stiindigem Stehen etwas 
zunahm. Das Pikrat wurde abgetrennt, das Filtrat gab be; 
weiterem Zusatz von Pikrinsiiure keinen Niederschlag mehy. 
Dieses Pikrat wurde gesondert untersucht und zwar deshalh). 
weil es sich in heissem Wasser augenscheinlich leichter als 
die zwei ersten loste. 

Die zwei ersten Pikrate wurden aus heissem Wasser 
viermal umkrystallisirt, mit absolutem Alkohol und Aether nachi- 
gewaschen und im Vacuumexsiccator bis zum constanten (e- 
wichte getrocknet. Die Analyse der Substanz gab folgende 
Hesultate : 

0.4204 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,1336 ¢ H,O 7 uni 
0.5498 g COg. 


0.272 g Substanz gaben 48,4 ccm, Stickstoff be: B. 767 mm. und 


Fiir C,H,,N, - 2 C,H,(NO,),OH: 


Berechnet: Gefunden: 
CG 35.16% 3).68 8! 
H  3,30°% 3,55 %/o 
N 20,51 °/o 20,30 °/o. 


Die Ausbeute an dem viermal umkrystallisirten Pikrate 
betrug etwa 13g: 114,32 ¢ des Filtrates von dem Nieder- 
schlage (II) hiitten also etwa 20 g gegeben. 

Aus diesem Pikrate wurde das Dichlorid in der Weise dat- 
gestellt, dass das Pikrat mit tiberschtissiger verdiinnter Salzsiure 
versetzt und so lange mit Aether geschiittelt wurde, bis alle 
Pikrinsiiure durch den Aether entfernt war. Das ‘aus der 
wiisserigen Lisung erhaltene salzsaure Salz wurde mit abso- 
lutem Alkohol und Aether nachgewaschen und im Vacuu- 
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exsiccator bis zum constanten Gewichte getrocknet: es ergab 
hei der Chlorbestimmung 44,03°/5 Cl. 

0.225 ¢ Substanz gaben 0.4007 ¢g AgCl. 

Fiir C,H,,N, -2 HCI: 
Berechnet : Gefunden: 
Cl 44,10 °%/o 44,03 ° 0, 

Eine wiisserige LOsung des Dichlorids, mit Aetzkali ver- 
-otzt und destillirt, gab ein scharf alkalisches, nach Sperma 
riechendes Destillat. 

Allen diesen Eigenschaften zufolge erwies sich die als 
Pikrat isolirte Substanz mit Tetramethylendiamin identisch. *) 

Der dritte, oben erwihnte Pikratniederschlag wurde drei- 
mal aus kochendem Wasser umkrystallisirt, mit) absolutem 
\Jkohol und Aether nachgewaschen und im Vacuumexsiccator 
hix zum constanten Gewichte getrocknet. Die Ausbeute betrug 
eiwa D5 g. Aus dem Pikrate wurde das Chlorid in iiblicher 
Weise dargestellt. Das mit absolutem Alkohol und Aether 
nachgewaschene, im Vacuumexsiceator bis zum constanten Ge- 
wichte getrocknete Chlorid enthielt 40,45°/o C1. 

0.2625 g¢ Substanz gaben 0,4294 g AgCl. 

Fir C,H,,N,-2 HCI: 
Berechnet: Gefunden : 
Cl 40.57 °/o W495 °/o, 

Kine wisserige LOsung der Substanz, mit Aetzkali destillirt, 
gal) ebenfalls ein stark alkalisch reagirendes, nach Sperma 
riechendes Destillat. 

Die jetzt erhaltene Substanz war also das Pentamethylen- 
djamin. 2) 

Bei der Untersuchung der basischen Verdauungsprodukte 
wurde also keine Hexonbase isolirt, sondern Putrescin und 
Cadaverin und zwar in nicht unbetrichtlicher Menge in ana- 
ivusch reinem Zustande nachgewiesen. Es lag die Annahme 
hahe, dass die letztgenannten Substanzen als Hydratations- 
produkte des Arginins und Lysins und zwar unter Einwirkung 
von Pepsin, aufzufassen sind. 


1, Brieger, Untersuchung iiber die Ptomaine, 1885—1886. 
“) Brieger, 1. ¢. 
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Um diese Voraussetzung zu bestiitigen, beabsichtige ich 


direkte Versuche tiber die Einwirkung des Pepsins auf dik 


Hexonbasen anzustellen. 


Die Selbstverdauung der Schweinemiigen bei Ausschluss 


der Fiéulniss ergab also, als das Hauptresultat, dass das 
Pepsin bei liingerer Einwirkung ebenso weitgehend 
wie das Trypsin die Eiweisskoérper spaltet. 


St. Petersburg, den 1. Juli 1901. 
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Enthalten gewisse Organe des Korpers physiologischer Weise 
Arsen? 
Von 
Dr. C. Hédlmoser, 
klinischem Assistenten. 


(Aus der III. medic. Klinik in Wien.) 


Der Redaction zugegangen am 10. Juli 1901. 


Ende des Jahres 1899 veroffentlichte Armand Gautier 
eine Mittheilung, welche vollauf berechtigt war, grosses Auf- 
sehen hervorzurufen. Gautier‘) kiindigte néimlich an, dass 
er in gewissen Organen der Thiere und Menschen schon 
physiologischer Weise Arsen gefunden habe. Gautier war 
auf folgendem Wege zu dieser Entdeckung gelangt. Jod und 
Arsen sind zwei bei Krankheiten der Schilddriise gewisser- 
massen specifische Medicamente. Jod und Arsen finden sich 
viellach in der Natur zusammen vor, so in den Algen, in 
vielen Mineralwéssern. Da nun die nach Erkrankungen. der 
Schilddriise auftretenden schweren Aniimien gemiiss den Er- 
fahrungen Gautier’s besonders auf Arsen reagiren, und da 
die Schilddriise nach den seither vielfach bestitigten Forschungen 
Baumann’s einen betriichtlichen Gehalt an Jod aufweist, so 
schloss Gautier, dass méglicher Weise auch die Schilddriise 
und vielleicht andere Organe physiologischer Weise Arsen 
enthalten kiénnten. Als Gautier an seine Nachforschungen 
liber den physiologischen Arsengehalt ging, konnte er sich 
allerdings nicht verhehlen, dass zahlreiche Erfahrungen gegen 


1) A.Gautier, Sur l’existence normale de l’arsenic chez les animaux 
et sa iocalisation en certains organes. Bullet. d. l’académie de médecine 
1839. 5. December. Siehe auch Comptes rendues. 1899, II, 2, S. 929 
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diese Annahme von vornherein spriachen, in erster Linie der 
[mstand, dass ja bei zahlreichen gerichtlich-chemischey 








Untersuchungen, welche auf den Nachweis des Arsens 
gerichtet waren, die Abwesenheit des Arsens_ beim 
normalen Individuum constatirt wurde. Als Momente, welche 
diese negativen Befunde erkliiren koénnten, erscheinen Gautier 
folgende: zunachst der Umstand, dass nach seinen” Er- 
fahrungen bei den gewodhnlich gehandhabten Methoden des 
Arsennachweises die sehr geringen physiologischen Arsen- iq 
mengen, um welche es sich handeln konnte, verloren gingen | 
und andererseits das Moment, dass allerdings in den meisten 
und zwar den in gerichtlichen Fiillen gewohnlich untersuchten 
Qrganen normaler Weise Arsen vollstindig fehle, wohl aber 
nach der von Gautier angegebenen Methode sich in einigen 
wenigen Organen Arsen nachweisen lasse. Nur die Schild- 
driise, in geringeren Mengen die Thymusdrtise, die Haut 
und das Gehirn enthielten beim Menschen und verschiedenen 
Thieren normaler Weise Arsen, wiihrend die anderen Organe, 
wie Leber, Milz etc. davon frei befunden wurden. Gautier 
hatte damals seine Untersuchungen auf Schilddriisen vom 
Menschen, vom Hunde, vom Schweine und vom Schafe aus- 
gedehnt, ferner zum Vergleiche auf die Lebern vom Schate, 
Rind, Hunde und Schweine, die Milz des Hundes und des 
Rindes, die Nieren des Schweines, das Muskelfleisch des Hundes, 
menschliche Testikel und endlich defibrinirtes Schweineblut. 
Die Methode, welche Gautier anwendet und welche er in 
Wesentlichen schon im Jahre 1876!) publicirt hatte, ist ent- 
sprechend den von ihm in den Comptes rendues?) publicirten 
Modificationen in den Hauptziigen folgende: 100 g des 
frischen Organes werden mit 30—60 g reiner Salpetersiiure 
unter Zusatz von 1 ¢ Schwefelséiure und unter vorsichtigem 
Erwiirmen bis zur vollstiindigen Eindickung und Verfliissigung 


1) A. Gautier, Sur la recherche et le dosage de l’arsenic dans 
les matiéres animales. Annales de Chimie et de Physique. , 5° série, 
t. VIII, pag. 384. 

2) A. Gautier, Recherche et dosage des trés petites quantites 
darsenic dans les organes. Comptes rendues 1899, IT, 2, 5. 936. 
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hehandelt; in die erkaltete Fliissigkeit werden dann 8—10 g 
veiner Schwefelsiure eingetragen, und das Ganze von Neuem 
erhitzt: hierauf unter langsamem wiederholten Zusatze geringer 
\Mengen Salpetersiure die Oxydation der organischen Substanz 
hewirkt, bis das Aufhéren des Entstehens rothbrauner Diimpfe 
das Ende der Oxydation anzeigt. Es wird hierauf bis zum 
Entweichen dichter, weisser Schwelsiiurediimpfe erhitzt, wobei 
in der Schale nur noch eine briiunlich-schwarze Fliissigkeit 
zuriickbleibt, welche sich bei der Siedetemperatur der Schwetel- 
siure auch noch lange Zeit nicht entfiirbt. Gautier gibt selbst 
an, dass in vielen Féllen, besonders auch bei der Schilddriise, 
es sehr lange Zeit brauche, bis die Oxydation erreicht set. 
Die bei dieser Procedur resultirende briiunliche Fliissigkeit 
wird hierauf neuerlich mit etwas Schwefelsiiure versetzt und 
<odann unter Umschwenken langsam in ungefiithr 600 — 700 ccm. 
\Vasser geleert, die Schale mit Wasser nachgewaschen. Von 
dem sich nunmehr absetzenden fein vertheilten Niederschlage 
wird abfiltrirt und in das briiunliche Filtrat wird nach Zusatz 
von 1—2 cem. schwefliger Siure durch mehrere Stunden unter 
Erwarmen Schwefelwasserstoff eingeleitet. 

Der sich bildende Niederschlag wird nach zw6lfstiindigem 
Absetzenlassen auf einem Filter gesammelt, gewaschen und 
mitsammt dem Filter in einer Schale mit ammoniakhaltigem 
Wasser durch 40 Minuten bei einer Temperatur von beilaufig 
t()—d0° behandelt, dann neuerlich filtrirt; das Filtrat) wird 
eingedampft und der Riickstand mit einer Mischung von 
Schwefelsdure und Salpetersiiure oxydirt. Zur Vertreibung der 
letzten Spuren von Salpetersiéure wird sodann die Fliissigkeit 
his zum Auftreten dichter, weisser Diimpfe erhitzt; hierauf mit 
Wasser verdiinnt und in den Marsh’schen Apparat eingetragen. 

Fir die Handhabung des Marsh’schen Apparates hatte 
(rautier schon im Jahre 1876 genaue Vorschriften angegeben, 
namentlich beziiglich der Linge, in welcher das Rohr erhitzt 
werden muss. Der Marsh’sche Apparat muss nach Gautier’s 
Vorschrift durch drei Stunden im Gang sein, nach welcher Zeit 
das ganze in der eingetragenen Fliissigkeit enthaltene Arsen 
als Arsenspiegel abgeschieden ist. Durch Wiigung des 
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Arsenspiegels erfolgt die quantitative Bestimmung des 
Arsens. 

Schon 1876 hatte Gautier angegeben, dass seine Methode 
gegentiber allen anderen den Vorzug besitze, dass durch sie 
minimale Spuren von Arsen nachgewiesen werden kénnten, 
welche nach den tbrigen gebriiuchlichen Methoden sich der 
Nachweise entziehen. Er behauptet, durch seine Methode ein, 
hundertstel Milligramm Arsen in 200 g Substanz nach- 
weisen zu kénnen. Ich werde auf Gautier’s Methode noch 
spater, bei Besprechung meiner eigenen diesbeziiglichen Er- 
fahrungen, niiher eingehen. 

Die Resultate der Eingangs erwiihnten Untersuchungen 
Gautier’s waren folgende: Schon 6,2 g frischer Hundeschild- 
driise, von zwei Thieren herstammend, enthielten eine minimale 
Spur von Arsen. 408 g frischer Schweineschilddriise gaben 
einen Spiegel, welcher, verglichen mit einer Reihe von Spiegeln 
bekannten Gewichtes, eine Menge vorstellte, die ungefiihr 0,7 mg 
Arsen auf 1 kg frischer Driise entsprach, fast 3 mg auf 1 kg 
getrockneter Driise. 

Aus 100 g frischer Schafschilddriise gewann Gautier 
einen Spiegel von 0,05 mg. Mit noch verbesserter Methode 
stellte dann Gautier an 127 g menschlicher Schilddrtisen 
eine Untersuchung an, und zwar an Schilddriisen von Individuen, 
welche wiihrend ihrer Krankheit fast gar kein Medicament und 
namentlich kein Arsen zu sich genommen hatten. Die Schild- 
driisen stammten von sechs Individuen, welche an folgenden 
Krankheiten gelitten hatten: 1. Erysipel und Pneumonie, 2. Wirbel- 
fractur, 3. tbe. Meningitis, 4. intestinale Obstruction, 5. Magen- 
krebs, 6. Pleuritis mit Ascites. Aus diesen 127 g gewann 
Gautier einen Arsenspiegel im Gewichte von 0,95 mg. 
Diese Untersuchungen wurden von Gautier sorgfaltig wieder- 
holt unter steten vergleichenden Versuchen mit der arsentreicn 
Leber vom Schate. 

Im Februar 1900!) erschien eine weitere Mittheilung 
1) A. Gautier, Localisation, élimination et origines de larseni 


chez les animaux. Bullet. d. l'académie de médecine. 1900. 6. Fevrie: 
Siche auch Comptes rendues. 1900. I, 1, 5. 284. 








. 2 ree . , . ‘ pepe 
Enthalten gewisse Organe des Korpers physiol. Weise Arsen? 9893 


Giautier’s Uber neuerliche Versuche, welche sich auf eine 
Reihe von Organen erstreckten und folgendes Resultat hatten: 


|. Arsenhaltige Organe. Arsengehalt in 100 g frischer Substanz. 
Schilddriise 0,75 mg. 
Brustdrtise 0,13 mg. 
Gehirn, wechselnde Quantitét oder negativer Befund. 
Thymus, sehr deutliche, aber quantitativ nicht bestimmbare Menge. 
Fell, Haare, Hornsubstanzen 


Haut 
, Der Reihe nach abnehmende Spuren. 
Milch | 


Knochen 

Diese Ergebnisse sind nach Gautier als vorliufige zu 
betrachten. 

Als nicht arsenhaltig erwiesen sich dagegen alle 
ibrigen Organe, von denen Gautier sowohl beim Menschen 
als auch bet verschiedenen Thieren eine ganze Keihe unter- 
sucht hatte. Besonders méchte ich hervorheben, dass sich die 
Leber, wenigstens bei Verwendung von 100—200 g frischen 
Organes zur Untersuchung, als absolut arsenfrel erwies. 

Auch das Blut, Harn und Faeeces waren vollstiindig 
arsenf{rel. 

Eine weitere Untersuchungsreihe, in derselben Mittheilung 
verOffentlicht, hatte die Durchforschung verschiedener 
Nahrungsmittel auf ihren Arsengehalt zum Gegenstande. 
Gautier hatte schon in seiner ersten Mittheilung erwahnt, 
dass einige pflanzliche Nahrungsmiltel nach den Untersuchungen 
vou Stein geringe Mengen von Arsen enthalten, so der Kohl, 
die Kartoffel, die Kohlriibe, alles Nahrungsmittel, in denen 
Arsen mit dem Jod und Eisen zusammen vorkommt. Es seien 
dies namentlich die Nahrungsmittel, welche auf den Kalklagern 
der tertiiiren Gesteinsformen wachsen. Brot, Fleisch, Fier, 
Fisch erwiesen sich als frei von Arsen. 

Obwohl nun das Biut sich als frei von Arsen erwies, 
so konnte Gautier natiirlich die Annahme nicht von der Hand 
welsen, dass das Arsen sich doch zeitweise, wenn auch in 
ninimalen nicht nachweisbaren Spuren im Blute finden 
inusse und die Schilddriise die besondere Fihigkeit besitze, 
das Arsen aufzuhiiufen, um daraus die nach Gautier’s An- 















C. Hidlimoser. 


F 
schauung fiir die richtige Function der Thyreoidea nothwendig« q 
Substanz zu bilden. Es driingte sich nun Gautier die Frage g 
auf, in weleher Form das Arsen in der Sehilddriis, . 


existire: er dachte sofort daran, dass modglicher Weise, bei dey) 
vielfach analogen Verhalten des Phosphors mit dem = Arse), 
dic Zellkerne in ihrem Nuclein das Arsen enthielten. Dati 
sprach iim auch die bereits wiederholt gemachte Beobachtune. 
dass metallische Substanzen, und tiberhaupt Korper von hoheren, 
Molekularcewieht, wenn sie ins Blut eindringen, von den Ze!!- 
kernen gebunden werden. 

Um diese Frage zu kliiren, unterwarf Gautier 100 « 
schilddriise vom Schafe unter Zusatz von '2 g Pepsin und 
Verdauungssalzsiiure der Verdauung. Die hierbei entstehende 
Kliissigkeit wurde filtrirt und die am Filter zuriickbleibendey, 
Nucleine wurden in sehr verdiinntem Ammoniak geldst. Die 
nunmehr nach seiner Methode auf Arsen gepriiften Nucleine 
fand Gautier deutlich arsenhaltig, wihrend die Peptone arsen- 
fre) waren. 

Daraus schloss er, dass normaler Weise in der Sehlilddriise 
und den anderen von ihm friher bezeichneten Organen Arse 
in der Form von «Arsennucleinen» vorhanden sei, welcli 
ithnlich wie die gewoOhnlichen Phosphornucleine  zusamimen- 
gesetzt wiiren und welche im Haushalte des Organismus eine 
wichtige Rolle spielen miissen, indem gerade bei Erkrankunge!: 
der Schilddriise die Arsentherapie von Vortheil sei, und a 
endlich bet Erkrankungen der Schilddriise gerade die Organe. 
in welchen sich das Arsen nachweisen liisst, am meisten Z 
leiden pflegen. 

An diese Mittheilung kniipfte der Verfasser Betrachtungen 
dariiber, dass, ebenso wie Arsen und Jod in relativ geringen 
Mengen eine so wichtige Function besitzen, moéglicher Weise 
auch noch andere Elemente, welche man mit den heutigen 
verfeinerten Methoden in geringen Spuren nachweisen konue. 
im thierischen Organismus vielleicht eine grosse Rolle spielet 
und vielleicht durch Substitution ihnen verwandter Elemente 
die Wirksamkeit der verschiedenen Organe modificiren kOnnen. 
Im August 1900 erschien dann noch eine dritte wichtige 
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VMittheilung') Gautier’s, betitelt: La fonction menstruelle 
et le rut des animaux: Role de larsenic dans l’éco- 
nomie. Ich kann hier nur das Wichtigste aus den _ geist- 
vollen Hypothesen und Betrachtungen, welche Gautier in 
dieser Mittheilung vorbringt, hervorheben. 

Nach Gautier bestehen zwischen den Funectionen des 
Genitalapparates, der Schilddrise und dem Wachs- 
thum der Haare, Nigel, Horngebilde ete. sichere Be- 
ziehungen, wenn diese auch in ihrem Wesen noch nicht 
ookliirt sind. Eine Reihe von Momenten spricht nach Gautier 
dafiir, dass unter Kakodylwirkung das Haar der behandelten 
Frauen stirker zu wachsen beginnt, die Haut von Epheliden, 
Piomentationen u. s. w. gereinigt wird und die Menstruation 
in etwas kiirzeren Intervallen und dabei regelmiissiger eintrete. 
Auch der Jodgebrauch rufe iihnliche Wirkungen hervor. Es 
konne daher vielleicht moglich sein, dass dureh die Horn- 
cehilde sowohl wie auch durch die menstruelle Blutung die 
Ausscheidung des vorher assimilirten Arsens und des Jods er- 
folee. Auf das menstruelle Blut richtete daher Gautier 
seine Untersuchungen. 

Von sechs Frauen fing Gautier das Menstrualblut 
in arsenfreier und vorher gewogener Watte auf. Die Watte 
init dem Blute wurde wieder gewogen und darin nach Arsen 
gesucht. Folgendes waren die dabei gewonnenen Resultate: 








Menge des | Menge des | Dosen 

pro Kilo 

Blutes Arsens | Blut 

mK 4 195 ¢ 0,06 mg | 0.53 ing 
Il. | 367 » 0,060 » O17 >» 
If. | GO» 0,02 » | @23 >» 
ye] 4B» 0.015 » O32 » 
ae 120 » 0,03» |} O25 » 


1) A. Gautier, La fonction menstruelle et le rut des animaux: 
Role de larsenic dans léconomie. Bullet. d. l'académie de médecine. 
100). 7. August, 
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Daher im Mittel auf 1 kg Blut 0,28 mg Arsen. 

In einem sechsten Falle, betreffend eine Frau mit aut- 
fallend blassem Menstrualblut, konnte keine Spur Arsen nach- 
gewiesen werden, woraus der Verfasser den Schluss zieht. 
dass derartig aniimisches Menstruationsblut kein Arsen enthalte. 

Giautier’s Assistent konnte ftir das Jod feststellen, dass 
das Menstrualblut eineinhalbmal so viel Jod enthalte, als das 
normale. 

Bemerkenswerth ist die Thatsache, dass die Schilddriise 
mitunter vor Eintritt der Menstruation an Volumen = zunimimi| 
dass sie hiiufig zur Zeit der Graviditit eine besonders starke 
Entwicklung zeigt. Anderseits beobachtet man bei an Myxédeim 
leidenden Kranken eine Atrophie der Genitalien, die unter EKin- 
wirkung von Schilddriisensaft sich wieder besser zu entwickeln 
beginnen. Bei der Frau werden durch das Menstrualblut, durch 
die Haut und ihre Adnexe Arsen und Jod ausgeschieden. 

Um aber die Ausscheidung des Arseniiberschusses bei 
den miinnlichen Wesen zu erkliiren, recurrirt Gautier = zu- 
niichst auf die Thatsache, dass bei vielen Thiergattungen zur 
Brunttzeit das Abfallen eines Theiles der Behaarung des Korpers 
stattfindet, der im Herbste sich wieder herstellt. Es liesse 
sich diese Thatsache nicht einfach durch die Einwirkung der 
warmen resp. kallen Jahreszeit erkliiren, sondern der Grund 
dafiir liegt nach Gautier’s Auffassung darin, dass die arsen- 
haltigen Nucleoproteide zunichst zur Ernahrung der Haut und 
der Horngebilde verwendet werden, wihrend am_ beginne 
der Brunftzeit die Nucleoproteide gegen die Genitalorgane ge- 
leitet werden, die nunmehr mangelhaft versorgten Haare iaus- 
fallen und die Haut hiiufig von Eczem ergriffen wird. 

Beim miinnlichen Individuum des Menschen, welchem keine 
Brunftzeit eigen ist, erfolge durch das Wachsen der Nige! 
und des Bartes, sowie durch die continuirliche Abschuppung der 
Epidermis eine langsame Ausscheidung des Arsens, withrend dic 
Frau, deren Haut glatter ist und geringere Exfoliation zeige, dic 
keinen Bartwuechs habe und deren Haare langsam bis zur 
Erreichung der Pubertiit wachse, dann aber stehen bleibe, eben 
durch die Menstruation ihren Arseniiberschuss ausscheide. 
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Ausser diesen und noch anderen der Physiologie ent- 
nommenen Belegen zieht Gautier auch mehrere Facten aus 
der Pathologie zur Sttitze seiner Ansicht heran, z. B. das 
A\uftreten von Hautkrankheiten bei Frauen wihrend der 
Schwangerschaft, zu welcher Zeit das Arsen und damit fiir die 
Eraihrung der Haut wichtige Substanzen gegen den Genital- 
tract hin abgeleitet werden: ferner den Umstand, dass bei 
Tuberculdsen, bei welchen Gautier eine starke Abnalime des 
phvsiologischen Arsengehaltes der Schilddriise beobachtet hat, 
liiutig krankhafte Verdanderungen der Haut, sowie Amen- 
orrhée und Dysmenorrhée auftreten, die sich auf Verabreichung 
von Kakodylpriiparaten, besonders bei gleichzeitigem Zusatze 
seringer Quantitiiten von Jod, bessern. 

Da nun die Angabe, dass der thierische Organismus 
unter normalen Verhiiltnissen in verschiedenen Organen 
Arsen enthalten solle, auch mir von der grossten Wichtig- 
keit schien, so machte ich mich daran, die Untersuchungen 
Gautier’s nachzupriifen, auch in der weiteren Absicht, die 
Schilddriisen bei verschiedenen Krankheiten mit einander be- 
ziiglich ihres Arsengehaltes zu vergleichen, sowie besonders 
auch durch Experimente am Menschen und Thiere iiber das 
Verhalten der Driise nach Einnahme von Arsen Aufschliisse 
zu bekommen. 

Ich modehte nun heute tiber meine bisherigen ein- 
schligigen Ergebnisse berichten, welche sich bis jetzt 
nicht in Vebereinstimmung mit den Befunden Gautier s 
befinden. 

Ich muss gestehen, dass mir im vorhinein der Befund 
frautier s befremdend erschien, da er ja vollstiindig von dem 
gewohnlichen Verhalten von Metallgiften nach threr Aufnahme 
in den Organismus abweicht: fiir gewoOhnlich werden ja 
Metallgifte nach ihrer Aufnalme in den Organismus in erster 
Linie in der Leber abgelagert. 

Gerade fiir das Arsen erbrachte kK. Ludwig!) in seiner 

l) E. Ludwig, Ueber die Vertheilung des Arsens im thierischen 


Tean.smus und Einverleibung von arseniger Siure. Medic. Jahrb., 
Wien, 1889, 4. Heft. 
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1880 publicirten Untersuchungsreihe den  unumstisslichey 
sicheren Beweis, dass die Leber das Hauptdepot des ein- 
gefiihrten Arsens bilde. 

kK. Ludwig hatte sowohl verschiedene Leichentheile su. 
sanitiitspolizeilich obducirten Leichen mit Arsenvergiftung auf 
ihren Arsengehalt untersucht, als auch bei einer Reihe yon 
Hunden acute und chronische Arsenvergiftung erzeugt und dip 
Leichentheile derselben qualitativ und quantitativ auf Arse) 
untersucht. Die Arbeit war besonders mit Riicksicht auf eine 
von Scolobusoff im Laboratorium Gautier’s 1876 ausgefiihrte 
Arbeit unternommen worden, welche zu dem Resultate gekommen 
war, dass bei der acuten Arsenvergiftung das Arsen zuerst in 
das Gehirn und dann rasch in das Riickenmark gelange, tnd 
auch bet der chronischen Vergiftung sich in seiner Hauptmenge 
im Gehirn und Riickenmark localisire, die Leber dagegen und 
die Muskeln bedeutend geringere Mengen dieses Elementes ent- 
halten. (In einem Falle sogar 40 mal so viel Arsen im (e- 
hirn und Riickenmark als im gleichen Gewichte Muskel und 
8 mal so viel als im gleichen Gewichte Leber.) Nach den 
Untersuchungen von E. Ludwig unterliegt es dagegen keinem 
Zweitel, dass sowohl bei der acuten als auch bei der ehronisclien 
Arsenvergiftung im Gehirne nur geringe Mengen Arsen. zi 
finden scien, dagegen sowohl Leber als Niere einen  holien 
Arsengehalt aufweisen, letztere besonders in acuten Fiillen. 
Bei chronischen Arsenvergiftungen bleibt, wenn die 
Kinverleibung des Giftes ausgesetzt wird, dieses am 
liingsten in der Leber zurtick. In der Leber eines Hundes 
wurde vierzig Tage nach der letzten Arsenikgabe noch reich 
lich Arsen aufgefunden, wiihrend Gehirn, Knochen und Muske! 
arsentrel waren. 

Aus meiner eigenen Erfahrung méchte ich noch beziigtich 
des Bleies  hinzutiigen, dass ich in mehreren Fiillen, in 
welchen Prof. Kolisko aus charakteristischen Verinderungen 
der Gefiisse am Secirtische die Diagnose einer liinger be- 
standenen Bleieinwirkung gestellt hatte, auch wenn das bie! 
schon Jahre lang ausgesetzt worden war, noch minimiule 
Spuren von Blei in der Leber nachweisen konnte. 
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Ueber den Arsengehalt der Schilddriisen nach Vergiftungen 
liegen allerdings keine anderweitigen Arbeiten vor. 

Beziiglich des Arsengehaltes von epithelialen Ge- 
hilden existirt eine Arbeit von KE. Sehiff,!) welcher, um 
Autschliisse zu gewinnen, wodurch in dermatologischen Fillen 
das Arsen wirke, die Haare von Hunden, an welche er Arsen 
verfiittert hatte, untersuchte und in denselben ganz deutliche 
Arsenspuren nachweisen konnte, wiihrend bei Kontrollthieren 
die Haare absolut arsenfrel waren. 

ich habe meine Untersuchungen zum grosseren Theile 
nach der Eingangs geschilderten Methode Gautier’s, zum 
ceringeren Theile nach der Methode von E. Ludwig?) und 
Zillner, resp. Fresenius und Babo, durehgefiihrt, nachdem 
vorher die Reagentien auf Arsenfreiheit gepriift worden waren. 

Es wurden dazu Schilddriisen von Patienten, welche an 
verschiedenen Krankheiten verstorben waren, verwendet; fiir 
die giitige Ueberlassung des dazu nothwendigen Materiales bin 
ich Herrn Hofrath Prof. Weischselbaum zu bestem Danke 
verpflichtet. Ich habe in jedem Falle immer eine dem Ge- 
wicht der Schilddriise ungefiihr adiiquate Menge Leber 
eleichfalls ftir die Untersuchung reservirt, um auf diese Weise 
vergleichende Resultate tiber den eventuellen Gehalt der Schild- 
driise und der Leber an Arsen zu gewinnen. Ich habe zur 
Analyse immer mehrere Schilddriisen resp. Lebern vereinigt, 
um an einer grésseren Menge Substanz zu operiren. 

In folgender Tabelle sind die Sectionsdiagnosen der 
Fille, sowie die Mengen des verwendeten, nach Gautier’s 
Methode untersuchten Materiales kurz zusammengestellt. 





., Schild- 
Nr Diagnosen ; Leber 
driise | 





| Fractura claviculae et scapulae, jauchige Pericarditis 85 g 8&5 ¢ 
2 Vitium cordis mit Endocarditis, Myocarditis mit 


Pleuritis, Tbe. mult. .......... . 110 > 110 





¥ 


1, E. Schiff, Ueber die Ablagerung von Arsen in den Haaren. 
Wien, klin. Wochenschr., 1898, S. 537. 
~ E. Ludwig, Medicinische Chemie, 2. Auflage, 1895. 
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Diagnosen 





4 Prostatahypertrophie, Cystitis, Fettnecrosed.Pancreas 145 ¢ 145 g 
i The. pulmon. (2 Mal) Haimorrhagia cerebri, Myode- 

generate CONGIS.: 6 0 tee oe wee ee os 200) 
) | Pyimie, Vitium cordis, The. pulmon., Morbus Addisoni 170 » 170 
f; Tbe. pulmon. mit Paral. progress. Dysenterie, Sepsis 

CEE. 3 ee -& a S Gene we ecco oe 18} 
7 Bronchiectasie,Gangraena pulmon., Nephritis chronica 115 110) 


8 Tbe. pulmon., Amyloidose, Tbe. miliar., The. pulmon. 

CC. ke te ere et eee oe 165 
g Emphysema pulmon., Paralysis progress. und The. 

Sepsis puerperalis, Andmie ....... ./130 130 


Ausser diesen detaillirt angegebenen Untersuchungen habe 
ich noch ungefiihr 8—10 Mal Schilddriise und Leber unter- 
sucht, jedoch ausnahmslos mit negativem Resultate. 

Es waren mitunter allerdings kaum wahrnehmbare Spuren 
eines Arsenspiegels vorhanden, jedoch nicht Ofler in der 
Schilddriise als in der Leber, und mir ist aus meiner Thiitig- 
keit als Assistent am medicinisch-chemischen Institute in Er- 
iInnerung, dass mitunter bei Untersuchung von Leichentheilen 
ganz minimale Spuren von Arsen gefunden werden, iiber deren 
Provenienz man sich schwer Rechenschaft geben kann. 

Um nun den Beweis zu erlangen, dass mir nicht bei 
Ausfiihrung von Gautier s Methode ein grober Fehler unter- 
lief, weleher die negativen” Ergebnisse hiitte herbeifiihren 
kOnnen, fiihrte ich die Methode mit mehreren Proben = der 
Leber eines Paralytikers aus, welchen ich genau bestimmite 
Mengen von Arsenik zugesetzt hatte. 

Es wurden untersucht: 


a) LOO ¢ Leber ohne Zusatz (Kontroll) 


by 100 -— | cem. einer Arseniklésung, welche 
ce) 100 + 2 : 0.000582 g As,O, per 
d) 100 Le 4 Cubikcentimeter enthielt. 


Es entstanden nun tn den drei letzten Bestimmungen 
intensive Arsenspiegel, der Spiegel in Probe ¢ und d wurde 
gewogen. Spiegel ¢, welcher hiitte 0.0009 g wiegen_ solien, 
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wog 0.0007 g und Spiegel d, dessen Gewicht hiitte 0,001 g 
hetragen sollen, wog gleichfalls 0,0007 g. 

Ich konnte aus diesen Resultaten wohl ersehen, dass mir 
Mengen, wie sie von Gautier als normal fiir menschliche Schild- 
driisen angegeben wurden, schwerlich hiitten entgehen kOnnen. 

[cl mOchte mir bei dieser Gelegenheit einige Bemerkungen 
vy Gautier s Methode gestatten. Gautier hat angegeben, 
dass bei Ausfiihrung der gewohnlichen Methoden, speciell bei 
Zerstirung der organischen Substanz mit Salzsiiure und chlor- 
saurem Kali, grosse Verluste an Arsen entstiinden und_ sich 
diese letztere Methode daher fiir den Naechweis sehr geringer 
Arsenmengen nicht eigne. beim Erhitzen mit Salzsiiure konnten 
Verluste durch Verfliichtigung von Chlorarsen entstehen und 
beim Schmelzen mit Soda und Salpeter kénnten  gleichfalls 
ceringe Spuren von Arsen sich verfliichtigen. Um nun dies 
Verhalten zu priifen, habe ich 200 g Schweinsschilddriise, 
welchen 2 com. der friher erwihnten ArseniklOsung zu- 
cesetzt waren, nach der Methode von E. Ludwig und Zillner 
zerstOrt und auf Arsen gepriift; das Resultat war ein michtiger 
Arsenspiegel, welcher sich an Intensitét nicht von dem nach Gau- 
tiers Methode erhaltenen unterschied. Eine gleichzeitig ange- 
stellte Kontrollprobe mit der gleichen Menge Schweinsschilddrtise 
oline Zusatz von Arsen ergab ein absolut negatives Resultat. 

Die Methode von Gautier hat nach meinen Erfahrungen 
lolgende Naechtheile: 1. es ist ausserordentlich schwierig, 
den Zeitpunkt zu erreichen, in welchem bei Zusatz von 
Salpetersiiure keine deutliche Oxydation mehr stattfindet, 
abgesehen davon, dass das fortwiihrende Entweichen der 
Salpetersiiurediimpfe, auch wenn die Operation unter dem 
Herde vorgenommen wird, bei wiederholten Untersuchungen 
sehr quiilend wirkt; 2. als einen betriichtlichen Mangel méchte 
ich auch die Behandlung des nach der Vertreibung des 
Ammoniaks restirenden Riickstandes nur mit Salpetersiiure 
und Schwefelsiiure ohne Oxydation mit kohlensaurem und 
sulpetersaurem Natrium bezeichnen, indem es nach meinen 
Erfahrungen unmoglich ist, auf diese Weise eine von organi- 
scher Substanz vollstiindig freie Lésung zu erhalten, was zur 
weiteren Folge hat, dass jenseits der Gliihstelle im Marsh- 
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schen Apparate, offenbar infolge der Zersetzung_ fliichtiger 
Kohlenwasserstoffe, sich kohlige Massen ablagern kOnnen, welche 
einerseits einen Arsenspiegel vortiuschen, anderseits aber das 
Gewicht der Spiegel beeintrachtigen kénnen. Ich glaube dahep 
auch, dass den Gewichtsangaben Gautier’s, welche durch- 
wegs auf hundertstel Milligramme angegeben sind, obiger 
Fehler anhaften diirfte. 

Was endlich Gautier’s Vorschrift betrifft, das Gliihen 
der Rohre auf eine Strecke von 25—30 em. vorzunehmen, so 
habe ich mich tiberzeugt, dass die Arsenmengen, um die es 
sich hier handelt, auch wenn das Gliihen nur an einer kurzen 
Stelle des Rohres vorgenommen wird, vollstiindig abgeschieden 
werden, indem jenseits einer zweiten Gliihstelle kein Arsen- 
spiegel mehr entsteht. 

Da ich bis Weihnachten vergangenen Jahres nur nega- 
tive Resultate erhalten hatte, so wandte ich mich schriftlich 
an Herrn Professor Gautier um Rath; er rieth mir in liebens- 
wiirdiger Weise, die Versuche mit Schweins- oder Hamme!- 
schilddriisen, und zwar mit dem durch Pepsinverdauung 
hergestellten Nuclein fortzusetzen. 

Allein auch das Resultat dieser Versuche war negitiy. 
sowohl nach Gautier's Methode unter Anwendung rauchender 
Salpetersdure, wie er es mir gerathen hatte, als auch nach 
der Methode: ZerstOrung mit rauchender Salzsiure und chlor- 
saurem Kali. 

Ich habe nun mit Riicksicht auf das friiher erwiilinte 
Experiment, dass namlich aus 200 g Leichentheilen (Schweins- 
schilddriisen), mit 1 mg Arsen versetzt, auch bei Anwendung 
der Methode von Ludwig und Zillner ein ungemein deut- 
licher Arsenspiegel entsteht, neuerlich eine Reihe mensch- 
licher Schilddrtisen und entsprechende Gewichtsmengen 
Leber gesammelt und nach diesem Verfahren untersucht. 

Ks wurden von 15 Individuen, welche an_ folgenden 
Krankheiten gestorben waren: 7 an Tuberculose verschiedener 
Art, 1 an Insufficientia valv. mitralis, 2 an Carcinoma ventricw!), 
1 an Emphysema pulmonum und Lebercirrhose, 1 an Ulcus 
ventriculi mit Peritonitis, 2 an Dementia paralytica und | an 
Herzparalyse, Schilddriise und entsprechende Menge Leber 1m 
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Gesammtgewichte von je 380 g auf Arsen verarbeitet, es 
konnte jedoch weder aus der Schilddriise noch aus der Leber 
die leiseste Spur von Arsen gewonnen werden. 

Bei dieser Gelegenheit hat sich neuerdings die absolute 
Reinheit der im Laboratorium ftir medicinische Chemie 
zu gerichtlichen Zwecken verwendeten Reagentien ge- 
zeigt, indem trotz fast vierstiindigem Gange des Marsh’schen 
Apparates auch nicht der leiseste Anflug eines Arsenspiegels 
zu sehen war. 

Kin Fall!) aus meiner eigenen Erfahrung _ diirfte 
wohl geeignet sein, die Empfindlichkeit der eben genannten 
Methode, wenn sie unter allen Cautelen vorgenommen wird, 
zu demonstriren. Ich konnte nimlich in einer’ Erdprobe, 
welche mit dem Erbrochenen eines dureh Arsen vergifteten 
Mannes verunreinigt war, obwohl bereits mehrere Tage ver- 
sangen waren, seitdem der Vergiltete daselbst erbrochen und 
obwohl es inzwischen stark geregnet hatte, noch deutlich Arsen 
nachweisen; eine Untersuchung, welche im Laboratorium 
Professor Kratschmer’s vorgenommen worden war. 

ks erhebt sich nun die wichtige Frage, wieso dieser 
Gegensatz zwischen Gautier’s positiven und meinen eigenen 
negativen Resultaten zu erkliren ist. 

Weit entfernt davon, schon heute ein Gautier direkt 
entgegengesetztes Resultat definitiv auszusprechen, wollte ich 
nur meine bisherigen, allerdings nicht sehr zur Fortsetzung 
der Untersuchungen verlockenden Resultate mittheilen und 
zuanderweitiger Nachpriifung der jedenfalls héchst interessanten 
Angaben Gautier’s auffordern, gerade so wie auch ich die 
Untersuchungen, und zwar besonders mit Schilddriisen von 
Menschen, welche, ohne vorher krank gewesen zu sein, 
an kurz dauernden Krankheiten gestorben sind, fortsetzen will. 

Ich betone dies Letztere namentlich mit Riicksicht auf 
die allerdings nicht mit Zahlen belegten Angaben Gautier’s, 
dass bei Tubercul6sen der Arsengehalt der Schilddriise be- 
trachtlich abnehme. Da nun ein Theil der von mir unter- 
suchten Schilddriisen von tuberculésen Individuen stammte, 


1) C. Hédlmoser, Ueber einen Fall von Arsenvergiftung. Wien. 
Kiln. Wochenschr., 1898, S. 849. 
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so konnte eventuell darin ein das Zustandekommen_ positiyer 
Befunde behinderndes Moment erblickt werden. Aber selbsi 
wenn man die Schilddriisen Tuberculéser abrechnet, so blieber 
immerhin noch fiir jede einzelne meiner Untersuchungen eine 
geniigende Zahl von Schilddriisen, welche ein positives Resulta! 
hiitte geben konnen. 

leh mochte ferner hervorheben, dass ich Anfangs con- 
centrirte, reine, nicht rauchende Salpetersiiure vom specifischen 
Gewichte 1,4 verwendete und erst auf den giitigen schriftlichen 
Rath Gautier’s bei den spiteren Untersuchungen rauchende 
Salpetersiiure zur Anwendung brachte. 

Allein es waren auch die Untersuchungen bei zugegebenem 
Arsenik unter Anwendung reiner, nicht rauchender Salpeter- 
siiture angestellt worden und hatten trotzdem das schon. er- 
wiihnte positive Resultat gegeben. 

Ich konnte in der Litteratur der beiden letzten Jalire 
noch keine Mittheilung finden, welche sich mit der Nachpriifung 
von Gautier s Befunden beschiiftigt hiitte. Nur Gautier 
theilte mir mit, dass seine Resultate bereits mehrfach von 
Anderen Bestiitigung erfahren hiitten. Kurz erwahnen mochte 
ich nur eine Mittheilung der englischen Autoren FE. Knecht 
und W. F. Dearden?!) vom Beginn dieses Jahres, welche 
in einer allerdings auffallend geringen Menge (5 g) von Haaren 
normaler Individuen, die vorher kein Arsen genossen_ hatten, 
deutliche Spuren dieses Elementes nachweisen konnten. — Diese 
Autoren geben aber nicht an, ob sie vorher ihre Reagentien 
auf absolute Arsenfreiheit geprift haben. 

Vielleicht ist auch die Moéglichkeit nicht von der Hand 
zu weisen, dass die positiven Befunde Gautier’s zum Theile 
in loealen geologischen Verhiiltnissen begriindet selen. 

Kin Theil dieser Untersuchungen wurde im Laboratorium 
fiir medicinische Chemie des Herrn Hofrathes Professor 
K. Ludwig ausgefiihrt, welchem ich fiir sein giitiges Entgegen- 
kommen meinen besten Dank ausspreche. 


1) EK. Knecht u. W. F. Dearden, The eliminat. of Arseni 
trough the hair and its relation to arsen. poison, Lancet, 3, Miéirz 190! 


























Zur Richtigstellung. 
Von 
F. Blum, Frankfurt a. M 


Der Redaction zugegangen am 11. Juli 1901 


In Heft 1 und 2 Band 32 dieser Zeitschrift ist eine Ar- 
beit «Zur Kenntniss des Thyreoglobulins» von Dr. med. et 
phil. A. Oswald verdflentlicht, die einer Ergiinzung von 
meiner Seite bedarf. Ich hitte dem Autor auf seinen Aufsatz, 
in dem er «meine (Blum/’s) Untersuchungen fiir sich als be- 
langlos» erklart, ebenso wenig geantwortet, wie auf ein friiheres 
Mlaborat in dem Archiv fiir die gesammte Physiologic, wenn 
er nicht in ungerechtferigter Weise an meinen Untersuchungs- 
methoden,!) die ich genauestens verdffentlicht habe, Fehler ge- 
riigt hiitte, die sie nicht besitzen, wie das Studium meiner 
Arbeiten klar darthut, und wenn er nicht andere von mir 
empfohlene Methoden tibernommen hiitte, ohne selbst nur eine 
Andeutung zu machen, von welcher Seite die Erprobung und 
Emptehlung stammit. 

Ich erkliire deshalb, um mich kurz zu fassen: 

1. Die von Oswald behauptete Beimengung von Chlor- 
silber zu Jodsilber bei meinen Analysen entspricht nicht 
den Thatsachen; Chlorsilber wurde stets mittels Ammoniak 
entlernt. 2) 


1 F. Blum, «Zur Chemie und Physiologie der Jodsubstanz der 
Schilddriise», Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. 77, S. 70—106. 1899. 
-) In meiner Arbeit «Die Jodsubstanz der Schilddriise und ihre 
physiologische Bedeutung» (diese Zeitschrift Bd. 26. 1898) heisst es z. B 
)g. 165 Anm.) «dass das Jodsilber stets mit verdiinntem Ammoniak ge- 
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2. Die Brauchbarkeit der Jodbestimmung nach Carijus 
fiir Schilddriisensubstanzen habe ich eingehend (1. ¢ S. &4) 
erortert und mit einer einzigen Beschrinkung — Anwesenheit 
von Kieselsiture — bejahen kénnen. — Die Loslichkeit) yon 
Jodsilber in verdiinntem Ammoniak, wie sie Oswald im Gegen- 
satz zu den Lehrbiichern, aber ohne Belege behauptet, kann. 
wenn Uberhaupt vorhanden, nur so minimal sein, dass sie 
keine Rolle fiir die Beurtheilung der Werthigkeit der Methode 
von Carius zu spielen vermag. 

3. Die Jodbestimmung in Schilddriisenpriiparaten ete. 
durch Schmelzen nach Volhard mit Aetznatron und Salpeter 
und Titration des durch Ansiiuern freigemachten Jods in mit 
verdiinnter Natriumbicarbonatl6sung tiberschichtetem Schwetel- 
kohlenstoff nach Fresenius, wie sie Oswald empfiehlt, is! 
von ihm citatlos, aber fast woOrtlich aus meiner Arbeit (8. 97 
und 98) ubernommen, wo sie mit Belegen versehen beschrieben 
und empfohlen ist. 

4. Gegen das colorimetrische Verfahren zur Jodbestim- 
mung nach Rabourdin, wie es bis zu meiner Arbeit wolll 
fast ausnahmslos geiibt wurde — niimlich mit Extraction des 
Jods mittelst Chloroform —, ist nicht, wie Oswald behauptet, 
zu Unrecht) Einwand erhoben worden: Wie ich dargethan 
habe (S. 97), entbehrt jede Extraction von Jod aus_ nitrit- 
haltigen Losungen mittels Chloroforms der Genauigkeit. 

Vielleicht werden durch die vorstehende Richtigstellung 
meine Angaben auch fiir Oswald belangvoller, und er erkennt, 
dass meine schon 1898 in dieser Zeitschrift geiiusserte und 
1899 nochmals  bestiitigte Definition der Jodsubstanz der 
Schilddriise als eines mehr oder weniger unvollkommen, mit 
Jod gesittigten toxischen Eiweisskérpers auch heute noch zu 
vollem Recht besteht. 



























Ueber die quantitative Bestimmung der Spaltungsprodukte von 
Eiweisskorpern. 
Von 
Edwin Hart (Geneva, N.-Y.). 


Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg. 


Der Redaction zugegangen am 15. Juli 1901 


Die friiheren Untersuchungen tiber die Kiweisskorper und 
ihre Spaltungsprodukte haben sich wesentlich auf ihre elemen- 
fare Zusammensetzung und auf qualitative Arbeiten tiber ihre 
Spaltungsprodukte beschriinkt. Erst in der letzten Zeit ist den 
quantitativen Ergebnissen und Methoden auf diesem Gebiete 
ein grosseres Interesse zugewendet worden, und besonders ver- 
<prechen die von A. Kossel und F. Kutscher!) bei ihren 
letzten Arbeiten angewandten Methoden zur Bestimmung der 
Hexonbasen einen Aufschluss iiber das Verhiiltniss der ver- 
-chiedenen Eiweisskorper zueinander. Von besonderem Werthe 
werden diese Methoden fiir die Erforschung der ersten Spal- 
tungsprodukte der Eiweisskérper sein, denn die Frage nach der 
Natur der als Propeptone, Albumosen, Peptone bezeichneten 
Korper kann nur durch die quantitative Bestimmung ihrer 
Spaltungsprodukte in entscheidender Weise gefordert werden. 
Nie Klementaranalysen von Mohlenfeld, Kistiakowsky, 
A. Kossel, Kithne und Chittenden, sowie von den Schiilern 
des letztgenannten Forschers lehren, dass diese Produkte im 
Allgemeinen iirmer an Kohlenstoff und Stickstoff und reicher 
an Sauerstoff sind als die urspriinglichen Eiweisskérper, und 
dass diese Veriinderungen bedingt sind durch den Eintritt der 
Klemente des Wassers in das Eiweissmolekiil. Durch die Er- 
gebnisse der Elementaranalyse ist aber nicht entschieden, ob 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165, 
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bei dieser hydrolytisechen Umwandlung der Eiweissk6rper auch 
zugleich ein Zerfall in mehrere verschiedenartige Antheile des 
Molekiils stattfindet. Diese Frage ist erst in neuerer Zeit. yoy 
Picek,4) Haslam?) und Andern in Angriff genommen wordey. 
Pick zog aus seinen Untersuchungen den Schluss, dass die 
Heteroalbumose, die er nach seinem eigenen Verfahren day- 
stellte. eine andere Constitution besitzen mitisse, als die tibrigey 
gleichzeitig in dem Verdauungsgemisch des Elweisses  yvorge- 
fundenen Albumosen. Haslam untersuchte ein Produkt, welches 
gwar denselben Namen ftihrt, aber offenbar von Pick’s Hetero- 
albumose vollig verschieden ist —— niimlich die nach Kiithne’s 
Verfahren dargestellte «Heteroalbumose». Pick’s Resultate 
lassen sich dahin zusammenfassen, dass die Heteroalbumose 
und die Protalbumose sich durch das Fehlen der durch 
a-Naphthol und Schwefelsiiure nachweisbaren furfurolbildenden 
Gruppe auszeichnen, dass die Heteroalbumose Glycocoll ent- 
hilt, hingegen die Protalbumose nicht, dass fernerhin = dic 
Heteroalbumose wenig Tyrosin und Indol lefert, hingegen die 
Protalbumose viel von diesen Atomgruppen enthiilt. Ausserdem 
ist nach Pick die Menge des Stickstotls der durch Phosphor- 
wolframsiiure fiillbaren Substanzen bei der Heteroalbumose eine 
grossere als ber der Protalbumose, wihrend bei der nach 
Kiihne dargestellten und von Haslam untersuchten Hetero 
ulbumose die Menge der Hexonbasen keinen derartigen Zuwach- 
zeigte. Beide Priiparate, sowohl das von Pick wie auch das 
von Haslam, waren aus Witte-Pepton dargestellt. 

Ich habe die Frage nach der Natur der Heteroalbumose 
und ihrem Verhiiltniss zur Protalbumose durch die Anwendung 
der oben erwiihnten Methoden zur Bestimmung der Hexon- 
basen ihrer LOsung niiher zu bringen versucht. Hierbei erga) 
sich eine Beobachtung in Bezug auf die Betheiligung des Lysin- 
an der Bildung der Huminsubstanzen, welche mich veranlass'e. 
die Bedingungen, unter denen der Stickstoff in den Humin- 
substanzen gebunden wird, weiter zu verfolgen. 


1, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, Ss. 219 
2; Diese Zeitschrift. Bd. XXXIDL S. 54. 
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Da der Ursprung des kiiuflichen Witte-Peptons sich der 
Kontrolle entzieht, so stellte ich mir als Ausgangspunkt fiir 
meine Untersuchungen Syntonin aus Rindfleisch dar und = ge- 


wann hieraus Protalbumose und Heteroalbumose. 
I. Die Darstellung des Syntonins war folgende: Fein ge- 


= 


hackles mageres Rindfleisch wurde in weithalsige Flaschen 
cebracht, die mit Gaze zugebunden waren und so lange yon 


Wasser durchstrOmt wurden, bis alles Blut) herausgewaschen 
war. Naeh dem Ablassen des Wassers liess ich es 24 Stunden 


unter gelegentlichem Umrithren in O,1°/oiger Salzsiiure (Liebig)!) 
stehen, dann durch leinene Beutel fliessen und filtrirte schliess- 
lich durch Kattun. Hierdurch erhielt ich eine schwach gefiirbte 
dicke Fliissigkeit. Nun wurde mit Soda neutralisirt, wobei 
sich das Syntonin in einer tlockigen weissen Masse ausschied., 
Nachdem es sich zu Boden gesetzt hatte, wurde es durch 
zweimalige Decantation gekliirt, dann filtrirt und mit Wasser 
gewaschen, hierauf abermals in O,1°/olger Salzsiure gelost und 
mit Soda mniedergeschlagen, wiederum decantirt, filtrirt und 
mit Wasser gewaschen. So wurden gegen 1000 g Syntonin 
hergestellt, um = theils zur Analyse, theils zu) Verdauungs- 
versuchen verwendet zu werden. Ich hielt es fiir sicherer, 
eine grosse Quantitit herzustellen und durcheinander zu muschen, 
um ftir mdodglichst viele Untersuchungen dasselbe Praparat 
Zu benutzen. Es wurde nun wieder in O,1° oiger Salzsiiure 
aufgelOst und nach Zusatz von Chloroform in’ Flaschen bet 
Seite gestellt. Ein Quantum von ungefiihr 40 g¢ wurde heraus- 
genommen und soregfiltig mit Na,CO, neutralisirt, filtrirt, erst 
mit Wasser, dann mit Alkohol gewaschen, mit Aether extrahirt 
und bei 110° getrocknet, um dann durch Siure zerlegt zu werden, 

Il. Aus diesem Syntonin gewann ich Heteroalbumose nach 
lolgendem Verfahren: Etwa 200 g Syntonin wurden auf einen 
Salzsiuregehalt von 0,2°%/o gebracht, 500 ecm, eines frischen 
Extractes von Schweinemagenschleimhaut hinzugefiigt und unter 
/usatz von reichlich Chloroform in einem Brutschrank auf 38° 
erwarmt. Das Pepsinextract war folgendermassen  hergestellt 


1) Annalen der Chem. u. Pharm., Bd. 73, 5. 125. 
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worden: Die gereinigte Schleimhaut von Schweinemagen wurde 
fein zerhackt, mit 142 Liter 0,2°/oiger Salzsiiure behandel; 
und einige Stunden stehen gelassen, dann zu einer voOllig klarey 
Losung filtrirt und mit 83—4 ccm. Chloroform versetzt, um die 
Fiulniss zu verhindern. Es ging eine sehr intensive Pepsin- 
verdauung vor sich, die ich eine Nacht hindurch wirken liess. 
Dann wurde sorgfailtig mit Na,CO, neutralisirt und _filtrirt, 
Das klare Filtrat wurde 15 Stunden lang dialysirt, aber es 
entstand kein Niederschlag von Heteroalbumose.  Erst als der 
ganze Inhalt der Dialysatoren vereinigt und bet 57—62° ein- 
gedampft wurde, begann ein flockiger Niederschlag sich zu 
bilden. Wiihrend die Losung auf dieser Temperatur erhalten 
wurde, schied sich eine betrachtliche Menge von Eiweisssubstanz 
aus, ber hoherer Temperatur trat hingegen keine weitere Ab- 
scheidung ein. Der durch Filtration von der Fliissigkeit getrennte 
Niederschlag wurde darauf zuniichst mit Wasser — worin er 
vollig unl6slich war —, dann mit Alkohol und Aether gewaschen 
und iiber Schwefelsiiure getrocknet. Die Ausbeute betrug etwa 
3 ¢. Die Substanz war unzweifelhaft Heteroalbumose, die nich! 
durch Dialyse abtrennbar war, und zwar entweder weil sie in 
zu geringer Concentration vorhanden war, oder vielleicht: weil 
andere Stoffe ihre Loslichkeit vermehren. Um die Annahme 
zu widerlegen, dass die erhaltene Substanz etwa nur nach dem 
Neutralisiren zuriickgebliebenes Syntonin sei, wurde folgender 
Versuch angestellt: Ungefiihr 20 g Syntonin wurden verdaut, 
bis sich nach der Neutralisation ein schwacher Niederschiag 
von riickstiindigem Syntonin ergab. Die von dem Niederschlag 
abtiltrirte Fliissigkeit wurde auf 65° erhitzt: es trat aber keine 
Gerinnung ein, selbst nicht bei 80°. Hierdurch wurde be- 
wiesen, dass, wenn die Verdauung eine lange Zeit hindurcl: 
wirkte und so geniigend Gelegenheit gab, die priméren Pro- 
dukte in secundiire umzuwandeln, ein der Heteroalbumose 
entsprechender Niederschlag nicht zu bemerken war, selbs'! 
wenn ein Rest von Syntonin zuriickblieb. Dass die Hetero- 
albumose vor der Dialyse nicht vollstiindig aus der Losung 
abgeschieden wird, muss aus der im Filtrat nachtriiglich bein 
Krhitzen eintretenden Abscheidung geschlossen werden. Die 
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Substanz war in verdiinnter Essigsiure léslich, wiihrend Syn- 
fonin unter gleichen Verhiiltnissen gefiillt wird. Letzteres ge- 
rinnt erst bel mehr als 70°, unser Priiparat dagegen that dies 
cchon bei 58—64°. Auch seine weisse gummiartige Beschaffen- 
heit wich von dem gallertigen Aussehen des Syntonins ab. 
Getrocknet nahm es eine dunkelbraune Farbe an und war 
jjusserst hart und spréde, Syntonin dagegen ist heller gefiirbt 
und leicht in Pulver zu verwandeln. Die Ausbeute war so 
cering, dass das Verfahren wiederholt wurde, bis etwa 10 ¢ 
dieses Stoffes beisammen waren. Es ergab die Reactionen 
yon Molisch, Adamkiewicz und Millon. 

Hl. Zum Vergleich wurde ein anderes Priparat dieser 
Heteroalbumose nach einer Pick’s?) Verfahren iihnlichen Dar- 
stellungsweise gewonnen: Da mein gesammtes Syntonin zur Dar- 
stellung der geronnenen Heteroalbumose upd der spiiter zu be- 
schreibenden Protalbumose verbraucht war, so wurde ein neues 
Quantum von 1000 ¢ nach der oben auseinandergesetzten Me- 
thode hergestellt. Diese Menge wurde in 7 Liter 0,2 °/oiger Salz- 
siure gelost, mit 500 cem. kriiftiger Pepsinl6sung und 10 cem. 
Chloroform versetzt und dann bei einer ‘Temperatur von 38° 
der Verdanung tiberlassen. Nun wurde sorgfiiltig mit Na,CO, 
neutralisirt, filtrirt und das Filtrat bei 35° im Vacuum zu einer 
etwa 40° oigen Losung concentrirt, hierauf durch die doppelte 
Volumenmenge 96°/oigen Alkohols ein Niederschlag ausgefalll 
und eine Nacht tiber stehen gelassen. Darauf filtrirte ich 
und suspendirte die Substanz in 125 cem. Wasser. Sie war 
in Wasser fast unldslich, unterschied sich also hierin§ von 
Pick’s*) aus Witte-Pepton gewonnener Heteroalbumose. Da 
sie nichts anderes als die der Heteroalbumose entsprechende 
Substanz sein konnte, so wurde sie jetzt nach Pick’s Vor- 
scluiflt mit dem gleichen Volumen gesiittigter Ammoniumsulfat- 
losung behandelt, umgeriiirt, filtrirt und vOllig trocknen gelassen, 
wieder vom Filter genommen, in 125 ccm. Wasser suspendirt, 
mit dem gleichen Volumen gesittigter Losung von (NH,),SO, 
behandelt, abermals filtrirt, in Wasser gebracht, mit dem 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 219. 
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halben Volumen 95°;oigen Alkohols versetzt, filtrirt, noch ein- 
mal mit Alkohol behandelt und wiederum filtrirt. Aber das 
Auswaschen des Ammoniumsulfats mit 32°/o1gem  Alkoho! 
erwies sich als zu langwierig und unsicher. Daher wurde der 
Nicderschlag in Wasser suspendirt, dialysirt, bis er frei von 
NH,).SO, war, und abermals auf ein Filter gebracht. Hiernach 
lOste ich ihn in einer 5° oigen Kochsalzlésung auf und erhiel! 
dadurch eine milchige Fliissigkeit, die ich dann dialysirte. 
Dabei schied sich eine betriichtliche Menge aus, aber die Menge 
des Niederschlages nahm beim Erhitzen auf 60° noch zu. Die 
Losung, welche den Niederschlag enthielt, wurde nun bei 60° 
eingedampft und nach dem Erkalten mit dem halben Volumen 
96° oigen Alkohols behandelt, dann filtrirt, mit Aether gewaschen 
und tiber Schwefelsiiure getrocknet. Die auf diese Weise her- 
cestellte Substanz war vor dem Trocknen sehr wenig in Wasser 
lOshich, nach dem Trocknen in 5°/oiger Kochsalzlosung unlos- 
lich. Aeusserlich ihnelte sie der durch das obige Veriahren (Il 
erhaltenen Heteroalbumose. Sie gab die Reactionen von Mo- 
lisch, Adamkiewicz und Millon. Die Ausbeute betrug 11 ¢g. 
IV. Die Darstellung der Protalbumose (Protosyntonose 
wurde nach Folin’s') Methode ausgefiihrt. Das Filtrat von 
der durch Hitze coagulirten Heteroalbumose (siehe I1) wurde 
concentrirt und dann vorsichtig gesiittigte Kupferacetatlosung 
zugesetzt, bis sich kein weiterer Niederschlag mehr bildete. 
Nachdem derselbe sich abgesetzt hatte, wurde die tiberstehende 
Fliissigkeit abgegossen, der Riickstand in verdiinnter Essigsiiure 
eelOst (die Losung ging iiusserst schwierlg von statten) und 
dann mit Natronlauge neutralisirt. Sobald der Niederschilag 
von Protalbumose zu erscheinen begann, wurde noch etwas 
Kupferacetat hinzugefiigt. Hatte der Niederschlag sich dann 
abgesetzt, so wurde wieder decantirt und abermals in yer- 
diinnter Essigsiiure gelOst, und dieser Process wurde noch zwel- 
mal wiederholt. Nachdem das Kupfer durch Schwefelwasser- 
stoff ausgefillt war, wurde die Fliissigkeit eingedampft und in 
46° oigen Alkohol gegossen. Dies ergab einen in Wasser leicht 


1) Drese Zeitschrift. Bd. XXV, S. 152. 
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jslichen Kérper, der durch Natriumchlorid fiillbar war und 
vaich durch wenige Tropfen Salpetersiiure ausgefiillt) wurde. 

In nachstehender Tabelle sind die Procente von Stickstoff 
nach der Methode von Kjeldahl), auf aschefreie Substanz 
hezogen, zusammengestellt mit dem Procentgehalt an Asche in 
den obigen Substanzen. 








Hetero- Hetero- vos; 
: - : Ib = : 1} . Prot )- 
Syntonin a UMOSst al UMOst 
nach Ver nach Ver- albumose 
fahren If. fahren IU. 
Stekstoff auf aschefreie Sub- 
inz bezogen ...e.e. Ld.89 16.09 16.12 LD.SS8 
Rotary Die ell aoes cae ee Sees O.14 2.09 Y 61 1.47 


Der hohe Aschegehalt der durch Alkoholfiillung darge- 
-tellten Heteroalbumose beruhte auf einer unvollkommenen 
Mriifernung des Kochsalzes, wie die genauere Untersuchung der 
Aschebestandtheile ergab. Diese zufiillige Verunreinigung fiihrte 
yu aulfalligen Ergebnissen, welche mich veranlassten, den Ein- 
fluss des Kochsalzes auf den Gang der Spaltung bei eimigen 
Liweisskorpern zu verfolgen. 

V. Spaltung durch Saiuren, — Die Korper wurden alle 
uuf folgende Weise zerspalten: 1 g Eiweisssubstanz wurde mit 
3¢ concentrirter Schwefelsiiure und 6 ¢ Wasser 14 Stunden 
lang im Sandbade unter einem Riickflusskiihler gekocht. Die 
Methode fiir die Bestimmung der Hexonbasen und der Humin- 
sbstanz war dieselbe wie die von Kossel und Kutscher'!) 
bei ihren Studien tiber die Eiweissk6rper benutzte, mit Aus- 
nahime der Ammoniakbestimmung, fiir welche ich ein verein- 
fachtes Verfahren anwandte. Sie hatten niimlich dazu Magnesium- 
oxvd verwendet, aber diese Substanz musste nachher wieder 
entternt werden, was betriichtliche Zeit und Miihe kostete. = Im 
barvumearbonat nun fand ich eine Substanz, die nicht nur mit 
Leichtigkeit zur Bestimmune der iibrigen Produkte wieder ent- 


mt werden kann, sondern auch das gesammte Ammoniak 


; 


Jeferi. Magnesiumoxyd gibt oft gréssere Werthe als Baryum- 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165. 
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carbonat, was seinen Grund wohl darin hat, dass es Ammoniak 
noch von anderen Korpern als Ammoniumsalzen losreisst. Za; 
mag dies bei Baryumcarbonat ebenfalls in geringem Umfange 
der Fall sein, aber die niedrigeren Werthe, die es liefert. 
zeigen, dass es weniger kriiftig wirkt, wiihrend es dabei doch 
alles Ammoniak ergibt. 

Die in der folgenden Tabelle zusammengestellten Werthe 
ergeben eine Vorstellung von der Wirkungsweise des Baryum- 
carbonats im Verhiiltniss zur Magnesia. Der Ammonstickstot} 
ist in Procenten des GesammitstickstoffS angegeben. 








Destillation Destillation 

mit Magnesia mit BaCOs 
OS a a eee 1.28 L2é 
BO oe a ae eR 10,22 8.87 
BYIMOMI 26s we 7.135 4,32 
Ammoniumsulfat. . 0. . 100 100 


Diese Zahlen wurden nach der Zersetzung der Eiwciss- 
kOrper mit concentrirter Salzsiiure (1 @ Substanz auf 5 cem. 
HCl) und Sstiindigem Kochen im Sandbade am_ Riticktfluss- 
kiihler erhalten. In den Fiillen dagegen, wo Schwefelsiiure 
zur Spaltung benutzt worden war, wurde bei der Ausfiihrung 
der Bestimmung die Losung der Endprodukte mit Barytwasser 
nahezu neutralisirt, filtrir’ und der Niederschlag von Bas, 
und der Huminsubstanz dreimal mit Wasser ausgekocht und 
filtrirt. Die leicht angesiiuerten Waschwiisser wurden mil dem 
ersten Filtrat vermischt, dann wurden die Bestimmungen nach 
Kjeldahl ausgefthrt. Zur Ammoniakbestimmung entnahm ich 
Quanta von je 100 cem., versetzte dieselben mit) Baryum- 
carbonat und destillirte daraus das Ammoniak ab, wobei ich 
Oxalsaure zum Absorbiren und Rosolsiiure als Indicator |e- 
nutzte. Es war nothwendig, das Destillat vor dem Titriren zu 
kochen, um Kohlensiiure und andere fliichtige Kérper, welche 
eine scharfe Endreaction verhindern, zu entfernen. Der nich! 
zur Ammonbestimmung verwendete Rest der Loésung wurde 1! 
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einer Porzellanschale mit Baryumearbonat zum Sieden erhitzt, 
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um alles Ammoniak zu entfernen. Alle die verschiedenen von 
Ammoniak befreiten Flissigkeitsmengen wurden nach der De- 


stillation in die Porzellanschale zurtickgebracht, mit Schwetel- 
sure angesiiuert, filtrirt und der Niederschlag gut gewaschen. 
Hie weitere Durchftihrung der Methode stimmte mit der von 
Kossel und Kutscher benutzten tiberein. 

Die Resultate der Saurespaltung, wie sie mit der obigen 
Abiinderung bei den vier EKiweisskérpern vorgenommen wurde, 
sind in nachstehender Tabelle angegeben. 





Procente des Gesammt- 


: : Gewichtsprocente Zer- 
sth kstoffs setztes 
, kiweiss 
Histi- rentate | Buate Ammo- Humin- | Histi-  Argi- Sesto Ammo 
din |~ 9 i piak substanz | din nin : niak 


Gramm 





Syntonin. . . . . 2 P4353 10.29 3.98 4.32. 8.3412,66 5.06 3.26 O83) 46.4 
at feroalbumose durch : 
Coagulation) . 2... 4L.92 17,463.76 2,92 11,65]1,12 8.55 3,08 0.56) 7A 


Heteroalbumose (durch 
Alkoholfillang) 2.) .J0,64 17,368.11 4,95) 6,80]0,37 8,52 7,03.0,97) 8,2 


Profalbumose oo... «19,76 9,303.76 4,01) 9,17]3,35 4,55 3,08 0,76) 12,2 











‘ 


Bei Betrachtung dieser Zahlen sieht man, dass die Prot- 
albumose sich wenig von der Mutter-Eiweisssubstanz (Syntonin) 
unterschied, wiihrend beide Heteroalbumosen sowohl von dem 
Syntonin wie auch von der Protalbumose erheblich verschieden 
waren — und dass ausserdem zwischen den beiden Hetero- 
syntonosen selbst ein Unterschied bestand. Ziéhlt man die in 
den Hexonbasen, im Ammoniak und in den Huminsubstanzen 
enthaltenen Stickstoffprocente zusammen, so ergeben sich fol- 
gende Zahlen: 


PINAR 6x sk sk ee ee we Oe & & ee 
Heterosyntonose durch Coagulation . 2... . . . 37,719 % 


Heterosyntonose durch Alkoholfaillung. . . 2. 2. 37,86° 5 

Prowoeyynonene «4 ks tte we et et twee oo BR 

Es ergab sich somit der auffallende Befund, dass die 
Summe der Stickstoffprocente in den beiden Heterosyntonose- 
Priparaten die gleiche war. Bei dem einen dieser Priiparate 
war weit weniger Huminstickstoff vorhanden, doch war das 
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Deficit. an Huminstickstoff durch ein’ Plus an Lysin = und 
Ammoniak wieder ausgeglichen. 

Wie oben erwihnt, enthielt die durch Alkohol gefiillte 
Heteroalbumose viel Kochsalz: es enstand nun die Frage, o}) 
die Gegenwart des Kochsalzes etwa einen Einfluss auf das 
quantitative Ergebniss der Spaltung besitze. Zur Entscheidung 
dieser Frage diente die folgende Untersuchung des Caseins. 

VI. Spaltung des Caseins. Ein von Merck bezogenes 
Priiparat von Casein wurde in oben beschriebener Weise der 
Zersetzung mit Schwefelsiiure unterworfen. Der Versuch wurde 
sodann in gleicher Weise wiederholt mit der einzigen Abiin- 
derung, dass 3 g¢ Kochsalz hinzugefiigt wurden. 

Ber der Berechnung der Stickstoffprocente ist der von 
(Chittenden gefundene Procentgehalt des Caseins von 15,919) N 
zu Grunde gelegt worden. 


Spaltung des Caseins. (Versuch 1.) 








Procente des Gesammt- Soke 
ve Gewichtsprocente Ler 
stickstoffs setzti 
. e ° ° ° . iw hee) 
Histi- | Argi- : Ammo- Humin- J Histi-) Argi- i a Amino 
din nin /YSIM%  piak substanz} din pe EE ek OF Gen: 
Ohne Kochsalz} 3.66 9.51 | 2,31) 7,384 9,09 72,53 4,70 1,92) 1.45 A 
Mit Kochsalz [3,75 9,80) 6,98 | 9,48 | 1,77 12,59 | 4,84, 5,801.84] 9.2 











Hier bemerkt man wieder, dass dureh die Gegenwart! 
von Chlornatrium der Stickstoff der Huminsubstanz verringert 
und statt dessen die Menge des Ammoniaks und des Ly=-in- 
vermehrt war: ferner, dass die Summen der bestimmten be- 
standtheile in’ Procenten des Gesammtstickstoffs 31.91 resp. 
31.88, also anniihernd gleich sind. Hier besteht also diese !be 
Beziehung, wie bei den beiden Heteroalbumosen. Diese be- 
obachtungen kénnen den Gedanken nahelegen, dass derjenize 
Stickstoff, welcher bei der Spaltung in Gegenwart von Koclisaiz 
an Lysin und Ammoniakstickstoff mehr gefunden wird. 
Abwesenheit von Kochsalz in Huminstickstoff itibergeht. 
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Bei einem zweiten Versuch, in welchem nur Lysin 
und Ammoniak bestimmt wurde, zeigte sich der Einfluss des 


Kochsalzes in gleichem Sinne, doch waren die Untersehiede 
geringer. 


Spaltung des Caseins. (Versuch II.) 





Procente des 


Gesamintstickstoffs Gewichtsprocente [Zersetztes 





Kiweiss 
Lysin Ammoniak Lysin Ammoniak 
Qine Kochsalz ... a3 6.7 t+ 129 9.51 
Mit Kochsalz .... 6.9 8.1 D7 1.57 ee) 











ln einer anderen durch Schwefelsiiure in Gegenwart von 
Kochsalz zerspaltenen Probe von Casein, wobei nur die Humin- 
substanz und der Ammoniakgehalt bestimmt wurden, war der 
Stickstoff in der Huminsubstanz vollstiindig verschwunden, 
wihrend er in dem Ammoniak auf 10,12°/o gestiegen war. 

Vil. Spaltung des Leims. Hiernach wurde Leim unter- 
sucht, um einerseits die Hexonbasen, Ammoniak und Huminsub- 
<tunz zu bestimmen, die bei einer Spaltung durch Séiure, wie sie 
theilweise von Kossel und Kutscher?) untersucht wurde, resul- 
tiren, und um andererseits festzustellen, ob hier wieder durch die 
Gegenwart von Chlornatrium der Stickstoff ganz oder theilweise 
von der Huminsubstanz losgerissen und Ammoniak und Lysin ge- 
bildet wiirde. Die Darstellung geschah ungefiihr nach der Methode 
von Morner.?) Etwa 300 @ gute kiufliche Gelatine wurden 
fein zerschnitten und 5 Tage lang unter hiufigem Umrtihren 
und Wasserwechsel eingeweicht, wobei das Wasser mit Chloro- 
iorm gesiittigt erhalten wurde. Hierauf wurde das Wasser 
ubgelassen, der Rest dann mit 1°/oiger Lésung von KOH 
behandelt und zwei Tage unter hiiufigem Umriihren  stehen 
gelassen. Darauf wurde die Masse in leinene Beutel gebracht 
und erst mit destillirtem Wasser, dann mit verdiinnter Essig- 
suure und danach wieder mit Wasser tiichtig gewaschen, hierauf 


1, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165. 
~' Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII, S. 472. 
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in Standgliisern unter Alkohol gehiirtet, nach dem Ablassey 
desselben in’ Porzellanschalen im Wasserbade geschmolzen, 
durch Kattun filtrirt und abermals mit Alkohol ausgefillt. Eine 
kleine Probe wurde mit Alkohol und Aether gewaschen und 
bei 110° getrocknet. Die Bestimmung nach Kjeldahl ergah 
einen Stickstoffgehalt von 17,54°/o (nicht auf aschefreie Substanz 
bezogen). Die Millon sche Reaction war deutlich, aber schwach, 
wodurch die Beobachtung von Moérner!) tiber diesen Punkt 
bestitigt wird. Der Rest wurde iiber Schwefelsiiure getrocknet, 
dann wurden etwa 50 ¢ davon 14 Stunden lang im Sandhade 
am Riickflusskthler mit) 150g concentrirter Schwefelsiiure 
und 3800 ¢ Wasser gekocht. 

Kin anderes Quantum von gutem kéuflichen Leim wurde 
zur Spaltung in Gegenwart von Kochsalz benutzt. Etwa 12 ¢ 
wurden mit 3g NaCl, 36 ¢ H,SO, und 72 g¢ H,O 14 Stunden 
lang gekocht. Bet dieser Spaltung wurden das Arginin und 
das Histidin nicht bestimmt. Die Ergebnisse sind in- nach- 
stehender Tabelle zusammengestellt. 


Spaltung des Leims. 





Procente des Gesammt- 


a Gewichtsprocente Ler- 
stickstoffs setztes 
ae a ne hie Kiweiss 
Histi- Argi- | Ammo- Humin- | Histi- Argi- Ammo- 


din nin niak substanz din nin Lysin 


bcaoeal niak 





| | | 
Ohne Kochsalz] 0,73 14,182.76 | 1,27 | 3,50]0,40 | 7,62 2,49 0.26] 27. 


Mit Kochsalz | nicht bestimmt '3,05°) 2,14 O81] — | — | 2,75) 0.43] 105 
| 
| | | per 
| | } | 
1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIE, S. 472. 
~) Um festzustellen, ob das Lysin, als Pikrat gewogen, rein war, 











wurde es vollsténdig in Hydrochlorid umgewandelt und in der ganzen 
eingedampften Masse Chlor und Stickstoff bestimmt. Das Resultat war 


folvendes : 


Berechnet: Gefunden: 
fir C,H,,N,O,, 2HCI. 
N 12.79 /o 12.54 
(‘| 32.39% 32.20 


Das bei Zusatz von Kochsalz erhaltene Lysin erwies sich 


als vollig rein. 
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Die Zahlen zeigen, dass die Gegenwart von NaCl wiihrend 
der Spaltung auch hier eine Abnahme des Stickstoffs in der 
Hiuminsubstanz und eine Zunahme desselben in Ammoniak und 
Lysin zur Folge hatte. 

VIEL Der Erhéhung des Siedepunktes ist dieser Einfluss 
des Kochsalzes nicht zuzuschreiben; denn der Siedepunkt von 
60 ¢ HO + 380 ¢ H,SO, legt zwischen 109 und 110° und 
wird durch Zusatz von 3 g NaCl nicht in erheblicher Weise 
erhOht, wie mit einem gewohnlichen Thermometer festgestellt 
wurde. Natriumsulfat, das bei emer Spaltung von 12 g Casein 
an die Stelle des Natriumchlorids gesetzt wurde, hatte dieselbe 
\Wirkung, indem es den Stickstolf der Huminsubstanz auf 1,75°/o 
des Gesammtstickstoffs reducirte: wenn es dagegen dureh 4 ecm. 
1.19° oiger Salzsaéure ersetzt wurde, so trat nur eine Reduction 
aut 4.34/0 ein. 

Udransky!) war es gelungen, durch Zersetzung von 
Zucker, bet Gegenwart von Harnstoff, Huminsubstanz herzu- 
stellen, welche Stickstoff enthielt. Es schien von Interesse, 
diesen Versuch mit Lysin an Stelle des Harnstoffs zu wieder- 
holen. Ich kochte deshalb ein Gemisch von 2 g Lysin, 10 g 
Rohrzucker, 30 g Schwefelsaure und 60 g Wasser 8 Stunden 
hindurch. Es schied sich eine schwarze Masse aus, die von 
dev Fliissigkeit abfiltrirt, gut mit Wasser gewaschen und tiber 
Schwefelsiiure getrocknet wurde. Eine Untersuchung dieses 
hiickstandes auf Stickstoff zeigte, dass er von diesem Elemente 
rel war. 

IX. Spaltung von Zein. Kossel und Kutscher?) haben 
gezeigt, dass die in Alkohol léslichen Pflanzeneiweisskérper bei 
der Sdurespaltung kein Lysin hergaben. Es war die Frage, ob 
diese Stoffe Lysin liefern wiirden, wenn sie in Gegenwart von 
Kochsalz zersetzt werden. Um dies festzustellen, wurde zuniichst 
Zein aus ganzen Getreidekérnern nach der Methode von Ritt- 
nausen’) hergestellt, dann wurde es mit 30 g concentrirter 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XH, S. 33. 
“) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165. 
Die «Eiweisskérper> der Getreidearten etc. Bonn 1872. 
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Schwefelsiure, 3 ¢@ Kochsalz und 60 ¢ Wasser im Sandbad ar) 
Riickflussktihler gekocht. Folgendes sind die in Procenten des 
Gesammtstickstoffs gegebenen Resultate, verglichen mit dene) 


von Kossel und Kutseher: 








Zein Zein !) 
ohne Kochsalz zersetzt bei Gegenwart von 
Kosselu. Kutscher | Kochsal!lz zersetzt 
MUN <6 a ea ce Kein Stickstoff Kein Stickstoft. 
Ammoniak .. . . . 13,53 17,21 
Huminsubstanz ... 11.83 Kein Stickstofi 


Man sieht lier, dass bei dem Kochsalzversuch ein Theil 
des der Huminsubstanz angehorigen Stickstoffs zur Bildung yon 
Ammoniak verwandt war, dass aber der tibrige, ebenfalls ver- 
schwundene Huminstickstoff kein Lysin gebildet hatte. Das 
Lysin ist also nicht etwa die einzige Quelle des Huminstick- 
stolfs. Jedenfalls ist es von grossem Interesse, dass hier wus 
einem Eiweisskorper, dem Zein, eine stickstofffreie  Humin- 
substanz wie aus einem Kohlehydrat hervorgegangen war. 

X. Da ich genéthigt war, meine Arbeiten abzubrechen. 
so ist es mir nicht modglich gewesen, meine Untersuchungen 
liber diesen Einfluss des Kochsalzes auf die Siurespaltung be 
anderen Eiweisskorpern zum Abschluss zu bringen oder weitere 
Aufkliirungen tiber diese Einwirkung zu erlangen. Ich habe 
nur noch eine Frage in den Kreis meiner Arbeiten  hinein- 
ziehen kOnnen: ob vielleicht in den stickstoffhaltigen Humin- 
substanzen, welche aus Eiweiss hervorgehen, die Gruppe des 
Lysins noch in der Weise enthalten ist, dass aus ihnen Lysin 
eewonnen werden kann. Daher wurde Huminsubstanz selbst 
durch Spaltung von Casein mit concentrirter Salzsiiure  her- 
cestellt, um zu ermitteln, ob, nachdem sie einmal gebildet war, 
ihr Stickstoff durch Kochen mit Sehwefelséure in Gegenwat' 
von Kochsalz wieder losgelést werden kénnte, um dann Atn- 
moniak und Lysin zu bilden. 125 ¢ Merck’sches Casein 


I 11.8 e zersetzt. 
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curden mit 500 cem. concentrirter Salzsiiure acht Stunden 
ling im Sandbade am Riickflusskiihler gekoekt. Die dunkel- 


cefiirbte Lésung, die einen geringen  schwarzen, unldéslichen 
Riickstand enthielt, wurde Inerauf vorsichtig mit ba(OH), ver- 
ceizt. bis es auf Lakmus nur schwach sauer reagirte, wobei 
ein betriichtlicher Niederschlag sich zu bilden begann, der die 
Lisung beinahe ganz entfiirbte. Dies war die zu untersuchende 
Huminsubstanz. Die Fliissigkeit wurde nun in Standeliiser 
cegossen und, nachdem der Niederschlag sich zu Boden gesetzt 
hatte. derselbe so lange durch abwechselnde Decantation aus- 
vewaschen, bis die Wasclifliissigkeit mit Phosphorwolframsiiure 
keine Triibung mehr gab, wodurch die vollstindige Entfernung 
aller Hexonbasen verbiirgt war. Dann wurde filtrirt, mit Wasser 
eewaschen und iiber Schwefelsiiure getrocknet.. Ein Theil dieser 
schwarzen, amorphen Masse wurde 8 Stunden lang mit 24 ¢ 


P an] 


concentrirter Schwefelsiiure, 48 ¢ Wasser und 3 ¢ Kochsalz 
im Sandbade am Riickflusskiihler gekoght. Der gesammte 
Stickstoffgehalt der Lésunge betrug 0,161 g. Nun wurde die 
Losung mit Ba(OH), behandelt, bis sie nur noch schwach 
sauer reagirte, dann filtrirt.und der Niederschlag von Baryum- 
sulfat gut gewaschen. Das Filtrat’ enthielt 0,28 g Stickstolf, 
das helsst, 17,3°/o0 des Gesammtstickstoffs waren losgetrennt 
worden in emer Gestalt, die in schwach saueren Lésungen 
loslich war. Eine Ammoniakbestimmung, die durel Destillation 
Init BaCO, an diesem léslichen Stickstoff vorgenommen wurde, 
ergab 00043 ¢@ N oder 2,64%/) des Gesammtstickstoffs. Nun 
wurde die Losung mit Schwefelsiiure angesiiuert, filtrirt, ge- 
Waschen und concentrirt. Die schwach briiunlich gefiirbte 
Losung wurde nun mit Schwefelsiiure auf 5°/o angesiiuert und 
Phosphorwolframsiiure hinzugefiigt; es trat ein leichter flockiger 
briiunlicher Niederschlag auf, der die Losung vollstiindig ent- 
lirbte. Die Untersuchung dieses Niederschlages auf Lysin ergab 
negative Resultate. Nachdem der ungeliste Theil der Humin- 
substanz bis zur Gewichtsconstanz iiber Schwefelsiiure ge- 
trocknet war, wurde sie selbst auf Stickstoff untersucht, wobet 


i) 


sich 1.34 


0 ergaben. 
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Zusammenfassung einiger Ergebnisse. 


1. Die beiden bei der Pepsinverdauung des Syntonins 
gebildeten) primiren Produkte unterscheiden sich in ihrer 
Structur durch den Gehalt an Hexonbasen von einander = vnd 
von der Muttersubstanz, dem Syntonin. Die Heteroalbumose 
enthilt weniger, die Protalbumose mehr Histidin.  Hingeven 
ist die Heteroalbumose reicher an Arginin als die Protalbumose. 

2. Die beiden nach verschiedenen Methoden (Coagulation. 
Alkoholfallung) dargestellten) Priiparate von Heteroalbumo-se 
sind wahrscheinlich identisch. Der bezitiglich des Lysins, des 
Ammoniaks und des Huminstickstoffs gefundene Unterschied 
ist) wahrscheinlich dadurch herbeigeftihrt worden, dass das 
eine Priiparat mehr Kochsalz enthielt als das andere. 

3. Wird die Spaltung von Casein oder Leim dure, 
siedende Siiuren bel Gegenwart einer gewissen Menge geloster 
anorganischer Salze (Kochsalz, Natriumsulfat) vorgenommen, 
so kann die Spaltung anders verlaufen als bei Abwesenhieil 
dieser Salze. Bei Gegenwart von Kochsalz war bel diesen 
Kiweisskorpern die Menge des gebildeten Ammoniaks und des 
Lysins eine gréssere, die des Huminstickstoffs eine geringere. 

i. Aus einzelnen Eiweisskorpern gelingt es, durch Siiure- 
spaltung bei Gegenwart von Kochsalz_ stickstofffreie Humin- 
substanzen zu erhalten. 

Dd. Das Zein liefert, auch bet Gegenwart von Kochisalz 
gespalten, kein Lysin. 

6. Die einmal aus Casein gebildete Huminsubstanz lielert 
bei nachtriiglicher Spaltung mit Schwefelsiiure und Koclisalz 
kein’ Lysin mehr. 

Ich mochte die Gelegenheit ergreifen, an dieser stelle 
Herrn Prof. Dr. Kossel meinen aufrichtigen Dank atiszil- 
=prechen fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die stetige 
Aufmerksamkeit und Hilfe, die er mir wihrend der Ausfiihrung 
der obigen Untersuchung hat zu Theil werden lassen. 








Ueber Darstellung von Harnstoff durch Oxydation 
von Eiweiss nach Jolles. 
Von 
Fr. N. Schulz. 


Aus der chemischen Abtheilung des physiol. Instituts zu Jena 


Der Redaction zugegangen am 24. Juli 1901.) 


A. Jolles macht soeben Mittheilungen ber quantitative 
A\ufspaltung der Eiweissstoffe durch Kochen mit Permanganat 
in schwefelsaurer Losung, die geeignet sind, uns die Eiweiss- 
<toffe in) wesentlich anderem = Lichte erscheinen zu lassen, 
wie bisher (Beitriige zur Kenntniss der Eiweisskorper: Diese 
Zeitschr., Bd. XXXII, S. 361—392). 


Bei der grundlegenden Bedeutung dieser Angaben sah 
> t 2) rn 





il) mich veranlasst, eine Wiederholung der Versuche von 
Jolles vorzunehmen. Hierbei fand ich jedoch, dass die An- 
saben von Jolles in verschiedenen nicht unwichtigen Punkten 
<0 gefasst sind, dass eine einfache Nachprifung auf Schwierig- 
keiten st6sst. 

Jolles oxydirt Eiweiss durch Kochen mit Permanganat 
in schwefelsaurer L6sung. Er verwendet eine 0,4 °/oige LOsung 
von Permanganat (S. 365). Zur Oxydation von 0,5 g Eiweiss, 
die zur Verwendung kommen, sind 300—4060 ccm. dieser 
PermanganatlOsung erforderlich, wie sich theoretisch berechnen 
liisst und wie ich auch in Versuchen fand. Jolles gibt aber 
an: «Zu Beginn des Erwiirmens kann der Zusatz cubikcenti- 
meterweise erfolgen: sobald sich die Loésung langsam zu ent- 
lirben beginnt, setzt man das Permanganat nur tropfenweise 
so lange zu, bis der letzte Permanganatzusatz nach !/2stiindigem 
Kochen nicht verschwunden ist.» Dass Jolles bei seinen zahl- 
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reichen Versuchen die 300—400 cem. nicht einzeln zugesety; 
haben kann, ist klar. Ein Nachpriifer muss also hier von de 
Angabe abweichen. 

Dies mag unwichtig erscheinen, aber bei der jedental|. 
in der Eiweisschemie fast beispiellosen Uebereinstimmung de 
von Jolles angegebenen analytischen Daten muss ein Nach- 
priifer die Gewissheit haben, dass er auch genau so wie Jolles 
selbst verfahren. ist. 

Die mit Permanganat zu Ende oxydirte Losung wird mit 

Lauge» neutralisirt, bis «Mangan auszufallen beginnt». und 
mit Wasser auf 500 cem. aufgetiillt. 100—200 ccm. der Losung 
sollen zur direkten Darstellung von Harnstoff benutzt werden, 
Hierzu wird zuniichst mit dem gleichen Volumen. destillirten 
Wassers verdiinnt: zu welchem Zweck dies geschieht, ist mir 
nicht ersichtlich. Dann wird «mit etwas tiberschiissiger Salz- 
siiure versetzt, am Wasserbade erwiirmt, bis die Losung 
farblos wird, dann die Lésung etwas eingedampft». Diese 
Proceduren sollen wohl den Zweck haben, die bei dem yor- 
hergehenden Neutralisiren mit Lauge ausgefallenen geringen 
Mengen Mangan wieder zu l6sen. 

Die Nachpriifung ergab mir, dass die Angaben von Jolles 
sich nicht durehfiihren lassen. Versetzt man eine Oxalsiiure- 
lOGsune heiss mit Permanganat in schwefelsaurer Losung und 
neutralisirt dann mit Lauge, so erhiilt man einen weissen 
Niederschlag von Manganoxydul, der sich auf Zusatz von 
Siture sofort wieder lost. 

Behandelt man dagegen Eiweiss in derselben Weise, so 
wird nicht alles Mangan in Oxydul tibergefiihrt, sondern es 
bildet. sich beim Neutralisiren ein brauner Niederschlag yon 
Mangansuperoxyd, der sich auch durch reichlichen Ueberschus- 
von Siiure nicht wieder losen liisst, auch nicht beim Erwirmen. 
Auch hier ist es also noOthig, mit einer gewissen Willkiir, un- 
abhiingig von den Angaben Jolles’, zu verfahren. Ich bin 
z. Th. so verfahren, dass ich die neutralisirte L6sung mit einigen 
Cubikeentimetern verdiinnter Salzsiiure erwiirmte und dann dis 
ungeliste Mangansuperoxyd durch Filtration und Auswaschet 
entfernte. In anderen Versuchen habe ich das Mangansuper- 
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oxyd in Losung gebracht, indem ich die salzsaure Fliissigkeit 
mit etwas Oxalsiure erwarmte. 

Die Angaben von Jolles sind mir nur dann verstiindlich, 
wenn er zum Schlusse der Oxydation das tberschtissige 
Permanganat mit reichlicheren Mengen Oxalsiiure ent- 
fernt hat, was aber seinen Angaben (S. 365) widersprechen 
yirde. 

Jolles verfiihrt weiterhin so, dass er die nunmehr wieder 
mit etwas tberschiissiger Salzsiiture> angesiiuerte Losung mit 
einer alkoholischen Natronlauge (ca. 3°/o in 95%» Alkohol) 
unter Zusatz von Phenolphthalein bis zur schwachen Roth- 
“irbung neutralisirt, die er dann mit einem Tropfen verdiinnter 
Sulzsiiure wieder zum Verschwinden bringt. Auch hierbei 
konnte ich eine, wenn auch geringe Ausscheidung von Mangan- 
-peroxvd nicht vermeiden. Nunmehr soll nach 2stiindigem 
Stehen ein Theil der Salze sich ausscheiden. Woher diese 
hohe Concentration an Salz stammet, ist aus den Angaben von 
Jolles nicht ersichtlich. In meinen Versuchen, in denen ich, 
seiner Vorschrift entsprechend, mit «etwas tberschiissiger 
Sulzsiture» arbeitete und «etwas eindampfte», schieden sich 
beim Stehen keine Salze aus. Im weiteren Verlaufe wird 
dann immer wieder auf dem Wasserbad auf 20) ccm. ein- 
geengt und mit LOO cem. absolutem Alkohol gefillt, bis eine 
absolut alkoholische Lo6sung erzielt ist, die, auf 20 ecm. ein- 
seenet, beim Erkalten keine Ausscheidung von Salzen mehr 
zeigt. Diese Lésung wird mit 100 cem. iitherischer Oxalsiiure- 
losung versetzt, wobei der Harnstoff als oxalsaurer Harnstott 
austallt. Der abgeschiedene oxalsaure Harnstoff wird abtiltrirt, 
mit Aether gewaschen, getrocknet, gewogen: die Gewichts- 
bestimmung wird durch eine Stickstoffbestimmung nach K jel- 
dahl kontrollirt. 

Auf diese Weise kommt Jolles zu Werthen fiir Harn- 
“tof, die in ganz tiberraschender Weise mit den anderweitig 
velundenen Zahlen iibereinstimmen. Dies ist in hohem Grade 
aulalig, da die Darstellungsweise manche Fehlerquellen in 
sich ¢inschliesst, von deren Vermeidung Jolles nichts er- 
wihnt. In Versuchen, die ich anstellte, gehdrte ein mindestens 
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7maliges Ausfiillen dazu, um die alkoholische Losung so salzariy 
zu bekommen, dass sie beim Einengen auf 20 cem.. keine 
Salzausscheidung mehr zeigten. Ber dem jedesmal mit dem 
Ausfillen verbundenen Abfiltriren, von Anfangs nicht unbetriicht- 
lichen Salzmengen, sind trotz des Auswaschens Verluste un- 
vermeidlich und es muss ein Zufall sein, wenn trotzdem eine 
Genauekeit erzielt wird, wie wir sie sonst kaum = von dep 
feinsten analvtischen Methoden erwarten diirfen. 
Kinigermassen verstindlich ist mir noch das Ergelhniss 
der Kyjeldahlbestimmung. Die in den meisten Fiillen fast 
absolute Uebereinstimmung der Stickstoffwerthe mit dem = (e- 
wicht des oxalsauren Harnstoffs!) ist dagegen sicher, wenn 
iiberhaupt, so nur durch ganz besondere Vorsichtsmassrege|y 
erreichbar, von denen Jolles miehts angibt. Es ist bekannt. 
wie schwer es ist, durch Fillung mit Alkohol L6sungen. so 
sulzarm zu bekommen, dass sie durch einen grossen Ueber- 
schuss von Aether nicht noch, wenn auch geringe Mengen yon 
Salz verlieren. In einem von mir angestellten Versuche enthiet! 
die Oxalsiturefiillung noch 10°/. Asche, in) einem anderen 
Versuche ca. 8°. In beiden Fiillen war 7 Mal mit absolutem 
Alkohol ausgefillt nach den Angaben von Jolles. — Jolles 
erwithnt nichts von einem Aschegehalt seines oxalsauren Harn- 
H und N 
ergeben meist sogar etwas hohere Werthe, wie die fiir reinen 


stoffs: im Gegentheil, die Analysenwerthe fiir C, 
oxalsauren Harnstoff berechneten. Die Priparate miissen also 
fret. von verunreinigendem Salz gewesen sein. Jolles gil 
nichts von besonderen Vorsichtsmassregeln an, durch die er 
verhindert habe, dass der Alkohol Wasser anziehe und dadurcli 
geringe Mengen yon Salz l6sen kénne. Das einfache Verdunsten 


1 Eieralbumin (S. 370) aus dem Gewicht des Harnstoffoxalats 
berechnete N-Menge == 0,0235 ¢g, nach Kjeldahl gefunden 0,0257 
Serumglobulin: berechnet 0.02397 ¢ N, gefunden 0.0241) g¢ \, 
Casein: O.0268 » 3 > 0.0270 
Fibrin: 2 OOLL  » : 0.01823 
Vitellin (Fi): 0.02799 » 2 002805 


Die hier nicht mit aufgefiihrten Stoffe (Serumalbumin, Oxyhimo- 


clobin, Vitellin {Pflanzen}; werden spiter noch besprochen. 
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auf dem Wasserbade ist jedenfalls in dieser Beziehung hochst 
cefihrlich. 

Wenn schon die hier angedeuteten Schwierigkeiten eine 
einfache Nachpriifung, ohne Abweichungen von den Angaben 
von Jolles, mir unmodglich erscheinen lassen, so sah ich mich 
yollends bewogen, von meinem urspriinglichen Vorhaben = ab- 
yustehen, als ich ber genauerer Durchsicht der Jolles’schen 
Analysenzahlen auf mir unlosbare Riithsel stiess. ftir die ich 
Herr Jolles um Autkliirung bitten mochte. 

Auf die ittberraschende Uebereinstimmung der auf den 
verschiedensten Wegen gewonnenen Analysenzahlen, diez. Th 
cicher Zutall ist, habe ich schon hingewiesen. Daneben finden 
sich Zahlen, die mir unerklirlich sind. 

Kir Serumalbumin (in der obigen Zusammenstellung 
weggelassen) fand Jolles, dass 0,2032 g Substanz 0,0556 ¢ 
oxilsauren Harnstoff lieferten. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kieldahl ergab 0,0265 ¢ N, entsprechend 12,97°/o N, auf die 
verwandte Eiweissmenge berechnet. Diese Zahl stimmt genau 
zu dem auf volumetrischem Wege (in einem vollig verschiede- 
nen Verfahren, sieche Original) zu 13,01°/o bestimmten Harn- 
stoffstickstoff, 0.0556 @ oxalsaurer Harnstolf wiirden aber, 
selbst aschefrei, nur 0.0148 ¢@ N enthalten — 7,28 °/o. 

Man konnte an einen Druckfehler denken, aber derselbe 
Fehler wiederholt sich noch 2 Mal. 

Fir Oxyvhimoglobin (oben weggelassen) wird an- 
gegeben: O19644 g Substanz liefern 0.0532) g oxalsauren 
Harastoff, Die Stickstoffbestimmung ergibt O,03031 ¢ N 

10,45 0. Die volumetrische Stickstoffbestimmung hatte 
1d,44° 0 N ergeben. 

0.0932 g oxalsaurer Harnstoff (aschefrei) enthallen aber 
hi O42 g N = 7,23°%/o, also nicht die Hiilfte des gefundenen. 

Zum dritten Mal findet sich derselbe Fehler beim Vitellin 
aus Pflanzen). Hier wird angegeben: 0.24568 o@ Substanz 
lieferten 0.0670 g oxalsauren Harnstoll: die Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl ergab 0,02938 ¢ N = 11,965. 0,0670 g 
OXalsauver Harnstoff enthalten aber nur 0,O1786 ¢ N = 7.27% o. 


Ich habe mir alle Miihe gegeben, zu eruiren, wie dieser 
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dreimal wiederkehrende Fehler zu erkliren ist, aber yep. 
eeblich. 

Die Vermuthung, dass Jolles vielleicht einen mit Ammoy- 
salzen verunreinigten Niederschlag analysirt habe, erwies sich 
als irrig ((NH,),C,0, = 22,6% 0 Nj). Der Niederschlag gab, 
nuch Schlosing untersucht, kein Ammoniak ab. 

Meine Niederschliige enthielten reichlich Mangansalze: 
ob Harnstoff tiberhaupt zugegen war, habe ich mit Sicherheit 
bis jetzt nicht feststellen koénnen. Von Schmelzpunktbestimn- 
mungen, wie sie Jolles in idealer Uebereinstimmung mit dey 
verlangten Werthen angibt, war in meinen Versuchen ween 
der verhiiltnissmiissig grossen Menge verunreinigender Salze 
iiberhaupt nicht die Rede.') Versuche, nach entsprechendein 
Krwirmen Cyanursiiure nachzuweisen, hatten ein vollig negatives 
Ergebniss, dagegen konnte ich eine geringe, zweifelhafte Biuret- 
firbung mit KOH und CusO, erzielen. 

Ob dieser Misserfolg ausschliesslich daraul zuriickzufiilren 
ist, dass es mir nicht gelungen ist, genau nach Jolles zu 
verfahren, modchte ich bezweifeln. Ich schliesse mich den 
soeben von Folin und Shafer?) ausgesprochenen Zweileln 
an, welche sagen: «Die Jolles sche Angabe, dass Harnsiitire 
durch kochendes Kaliumpermanganat und Schwetelsiure quan- 
titativ in Harnstoff gespalten wird, und dass dabei kein 
Ammonsulfat entsteht, erscheint uns etwas zweifelhaft, denn 
selbst wenn auch nur Harnstoff ausschliesslich zuerst geformi 
wurde, so wird derselbe doch durch kochende, verdiinnte 
Mineralsiiure z. Th. in NH, und CO, gespalten.» Das hier 
von der Harnsiiure Gesagte gilt natiirlich vice versa auch fiir 
die Harnstoffbildung aus Eiwelss. 

Ber dem Vitellin aus Pflanzen kommt noch ein weitercr 
Fehler hinzu. Die Stickstoffbestimmung im oxalsauren [Harn 
stoff mit 11.9620 N stimmt in diesem Falle mieht zu 
auf volumetrischem Wege ermittelten Zahl, welche &,18° 0 N 
ergibt. Auch die dem Gewichte des oxalsauren Harnstotlis 


1) Das Gewicht des Oxalatniederschlages war in meinen Versu 


wesentlich niedriger. wie ich nach Jolles hiitte erwarten sollen. 


2) Diese Zeitschrift, Bd. NNN, S. 3571. 
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reyrechende Zahl 7,27°/o ist nicht die richtige, wenigstens 


on nicht, wenn man die von Jolles in den tibrigen Ver- 
cochen erzielte genaue Uebereinstimmung zu Grunde— legt. 
Mir ganz unerklirlicher Wetse findet sich die (Seite 382) an- 
sogebene Zahl 11.96% o in der Generaltabelle (S. 384) durch 
Zahl &.22°/0 ersetzt, die in gliinzender Uebereinstimmung 
-- omit dem auf volumetrischen Wege zu 8,18° 0 bestimmten 
Harnstotistickstolt, 
Kine iihnliche, nicht motivirte Abweichung der General- 
rabelle von den analvtischen Daten findet sich auch beim 
Casein an anderer Stelle. 


Seite 377 wird angegeben: O.19464 @ Casein liefern im 


Phosphorwolframsiiureniederschlag (sieche Original) O.0O61 ¢ N 

3.12%. In der Generaltabelle (S. 38%) findet) sich statt 

dessen die Zahl 3,90, wodurch die Uebereinstimmung mit dem 
Hheoretisch verlangten Werthe sich wesentlich verbessert. 

Herr Jolles wird wohl Aufkliirung dartiber geben konnen, 

wie diese auffallenden Differenzen in seinen Zahlen zu erkliiren 

sind. Um einfache Druckfehler kann es sich, wie schon. er- 


oe] 
} 
ah 
Wall re. 


nach Lage der Sache nicht handeln. Vorliufig ist auf 

esen Zahlen basirten Schliissen gegentiber natirlich Vorsicht 
aun Platze. Auf eine Reihe weiterer Zweifel und theoretischer 
Bbedenken gegen die Angaben von Jolles hier cinzugehen, 


we ich vorliiufig nicht die Absicht, ehe nicht die principiell 
Sichtigste Frage der Harnstoffbildung geklirt ist. 


|. Chemie. NNNIII 






















Zur Kenntniss des Hamocyanins. 
Von 
Dr. M. Henze. 


Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung der zoologischen Station zu Nea 


Der Name Hamoeyanin ist im Jahre 1878 durch die Ar- 
heit Fredericq s!) «Recherches sur la physiologie du poulpe 
commun» in die Litteratur eingefithrt worden, indem = diam 
der im bBlute von Octopus vulgaris vorkommende  Eiweis-- 
korper bezeichnet wurde. Gleichzeitig an das Hiimoglohiy 
der Wirbelthiere erinnernd, sollte mit diesem Namen auch di 
auffallende tleftblaue Farbe des sauerstoffhaltigen, sogenannter 
Oxyvhiimocvanins angedeutet werden. 

Das Héimocyanin war besonders interessant durch seinen 
Kupfergehalt: eine Thatsache, auf die bereits friihere Forsche 
aufmerksam gemacht hatten. Harless?) ist wohl als de 
Kntdecker des Hiimocyanins zu bezeichnen, der bereits im 
Jahre 1847 das Vorkommen von Kupfer im Blute von Octopus, 
ebenso von Helix pomatia, nachwies. Er zeigte auch, dass di- 
Kupfer darin nicht etwa als MetallsalzlOsung, sondern gebunde! 
an ein Pigment existirte. 

Wie nun im Blutfarbstoff der Wirbelthiere das bisen 
eine so wichtige Function ausiibt, scheint bei einer grossen 
Anzahl Kaltbliitern das Kupfer diese Rolle) zu itbernehimen 
Die Analogien mit dem Hiimoglobin sind von Fredericg noc! 
weiter ausgedehnt worden. Abgesehen davon, dass das Hiéimo- 
eyanin Sauerstoff zu binden und in: Oxyhiimocyanin therzi- 


1, Arch. de zool. exp., VI, 1878, 8. 535. 
Muller’s Arch... 1847. 5. 148. 
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oehen vermag, glaubte er auch, dass man mittelst Siuren eine 
Spaltung in einen neuen kupferfreien Eiweisskorper und einen 
krystallisirbaren, das gesammte Kupfer enthaltenden) Korper 
bewirken kOnne. Der letztere wiirde also dem Hiimatin, der 
erystere dem Globin entsprechen. 

Die von Fredericq gemachten Beobachtungen — sind 
=piiter Von verschiedenen anderen Forschern beschrieben worden. 
ly der Hauptsache aber hat man sich begniigt, das Blut als 
Ganzes zu studiren. Man hat den Kupfergehalt) von Neuem 
hestiitigt und vor Allem eine grosse Anzahl Wirbelloser an- 
eegeben, die gleichfalls Kupfer in ihrem Blute fiihren. Wir 
finden z. B. ber Halliburton?) eine Tabelle dieser Thiere. 
fy) der gleichen Arbeit sind auch Einzelheiten tiber das Hiimo- 
eyanin selbst angegeben. Es ist aber nicht ersichtlich, in wie 
weit mit reinen Hamocvanin gearbeitet wurde, da er das blut 
von Crustaceen benutzte, welches nachweislich noch andere 
Kiweisskorper enthiilt. Denselben Einwand machte Frederieg *) 
einer Arbeit von Heim, *) der verschiedene der erwahnten Ent- 
deckungen bestreitet, z. B. das Vorhandensein des Kupfers, das 
Sauerstoffbindungsvermogen, die Zersetzung durch Sauren ete. 

Ks konnte natiirlich keine vollige Klarheit herrsehen, so 
lange man nicht mit einem wirklich chemisch eiheitlichen 
Korper arbeitete, und so musste zuniichst auf diesen Punkt 
besonders geachtet werden. Fredericg gibt bereits in seiner 
citirten Arbeit an, dass das Octopusblut einzig und allein 
Hiimocyanin enthalte, was er daraus schloss, dass der ge- 
summte Eiweissgehalt bei einer bestimmten Temperatur zur 
Coagulation gebracht werden konnte und dass auch die 
iractionirte Alkoholfiillung zu dem = gleichen Resultat. fiihrte. 
Unier dieser Voraussetzung habe ich das Hiimocyanin des 
Octopusblutes zu einem niiheren Studium gewiihlt. Da das- 
<elbe. wie unten gezeigt ist, auch zur Krystallisation zu bringen 
Ist, sO war ich im Stande, wirklich mit einem chemischen 


1 J. of Physiology. VI, 300, 1885. 

“) Comptes rendus des séances de Vacadémie des sciences. Paris. 
115. 61. 1893. 
Eebenda 


114. 771. 1892. 
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Individuum zu arbeiten, so dass auch die analytischen Zaljey 
eine Berechtigung haben diirften. 

Die Verblutung der Thiere geschieht am besten in dey 
von Fredericq beschriebenen Weise, indem man den Pulj 
mit Nigeln auf einem Brett) fixirt und nach Einfiihrunge dep 
Caniile in die Arterie das Thier unter Wasser bringt.  Nup 
auf diese Weise, die schon Fredericgq selbst ftir etwas bar- 
barisch erklirt, gelingt es, die grésstmoglichste Menge an Blin 
zu erhalten. Sowie das Thier schlecht athmet, gibt es weniger 
Blut, das missfarben aussieht. Die) Farbe verwandelt sich 
jedoch sogleich in ein schénes tiefes Blau, sobald das Thier 
rhythmische Athembewegungen macht, ein entschiedenes Zeichen, 
dass die blaue Blutfarbe im Zusammenhang mit der Respiration 
und demnach mit der Sauerstoffaufnahme steht. 

Die sonstigen Eigenschaften des Blutes an sich tibergele 
ich hier. Die Abhandlung Fredericq ’s gibt dariiber genauen 
Aufschluss. Jeh habe die gleichen dort citirten Beobachtungen 
gemacht, mein Augenmerk aber speciell auf das Hiimocvanin 


cerichtet, 


Krvystallisation des Hamocvanins. 

Das Hiimocvanin war bisher nicht in’ krystallinischem 
Zustande bekannt. Gleichwohl darf man es mit zu den wenigen 
krvstallisirbaren) Eiweisskorpern rechnen, wenn man sich der 
Methode von Hofmeister resp. der zum Theil verbesscrten 
von Hopkins und Pinkus bedient. Versetzt man das centri 
fugirte Blut) mit) soviel einer gesiittigten Ammonsulfatlosung, 
dass noch keine bletbende Fiillung eintritt, und = tiberlisst es 
dann der Verdunstung in flachen Schalen, so scheidel sich 
nach Massgabe der Verdunstung das Hiimocyanin” krystil- 
linisch aus, 

Weit schéner und schneller gelingt die Krystallbildung 
hei Essigsiiurezusatz. Das Blut wurde ebenfalls bis zur be- 
sinnenden Triibung mit Ammonsulfat versetzt, der Niederscliiag 
eben wieder in Wasser gel6st und durch Zugabe einiger Tropic 
verdiinnter Essigsiiure eine geringe Ausfiillung von Neuen 
hervorgerufen. Schon nach halbtigigem Stehen hat sich cer 
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Niederschlag stark vermehrt und zu Boden gesetzt. Aus der 


= 


ocantirten Fliissigkeit léisst sich durch etwas Ammonsultat- 
isung ein weiterer Krystallniederschlag erzielen. Der Krystall- 
brei bestand, wenn die Krystallisation gut gelungen war, aus 
mikroskopischen vortrefflich ausgebildeten Krystillchen. Aut 
krystallographische Bestimmung musste ich vor der Hand ver- 
zichten, doch zeigte sich schone Doppelbrechung bei An- 
wendung polarisirten Lichtes. Bei der Methode der freiwilligen 
Verdunstung, wie sie urspriinglich Hofmeister anwandte, er- 
echienen meistens zu Bitscheln vereinigte Niidelchen. Nach 
der Vorschrift von Hopkins und Pinkus erhielt ich gréssere 
einzelne Individuen von Prismenhabitus, die sich bet liingerem 
Verweilen in der Mutterlauge vergrésserten.  Aullilliger Weise 
yverwandelten sich dieselben ein oder zweimal in eigenthiim- 
liche schollenartige Gebilde, von der Form eirunder Blittchen. 
lhre Grosse war mitunter bedeutend und mit unbewaffnetem 
Auge wahrnehmbar. IJeh glaube mich nicht zu tituschen, 
solche Blittchen von 3—4 mm. Durchmesser gesehen zu haben, 
nur fiessen ste sich schwer aus dem Krystallbrei isoliren, 
idem sie zerbrachen. Zwischen Objecttriiger und Deckeliischen 
eebracht, wurden sie meist zerdriickt, man sah aber deutlich 
die zusammengehorigen Bruchstiicke. Die Bedingung gerade 
fi die Entstehune dieser Formen kann ich nicht) angeben. 
ch habe sie, wie gesagt, nur zweimal bet Priiparaten, die 
linvere Zeit gestanden hatten, beobachten k6Onnen. 

Die Krystalle lassen sich als solche schoén fixiren, wie 
dies unter Anderen von Hofmeister, Giirber und Wich- 
mann an anderen” krystallisirbaren  Eiweisspriparaten  ge- 
zeigi worden ist. Man kann die Krvstalle durch Erhitzen in 
der Mutterlauge oder durch Behandlung mit Alkohol coagu- 
liren. ohne dass sie ihre Form einbiissen, nur dass man es 
Hochst wahrscheinlich dann mit Pseudomorphosen = zu thun 
hat. Ich habe eine gréssere Anzahl Dauerpriiparate dar- 
gestellt, um das Wachsthum der Krystalle von Tag zu Tag 
verfolgen zu kiénnen. Es gesehah einfach in der Weise, in 
der tian Bacterienpriiparate anfertigt. Eine geringe Menge 
des Krvstallbreies wurde auf ein Deckgliischen gebracht und 
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liber der Flamme angetrocknet. Nach dem Wegwaschen des 
Ammonsulfates wurde mit einer Farblésung, meist) Fuchsin. 
tingirt und das Praparat in Canadabalsam eingebettet. 

Obwohl es gelungen ist, krystallisirte Priiparate von Neuem 
umzukrystallisiren, so war die zweite Krvstallisation doch meist 
durch geringe amorphe Beimengungen verunreinigt. 

Ferner scheint mir, dass die Krystallisation nur tadellos 
verlauft, wenn man frisches Blut und auch nur solches yon 
gesunden Thieren verwendet. 


Dialyse des krystallisirten Himocvanins. 

Zur weiteren Verarbeitung wurde der Krystallbrei auf 
einem Seidenfilter gesammelt und mit Ammonsulfatlisunge (auf 
7 Theile Wasser 3 Theile gesiittigte Ammonsulfatl6sung) nach- 
gewaschen. Hierauf wurde derselbe in der eben ausreichenden 
Menge Wasser gelést und = zuniichst gegen fliessendes, dann 
eegen destillirtes Wasser dialysirt, bis auch nicht die geringste 
Schwefelsiurereaction mehr eintrat. Diese mit Luft geschiittelte 
blane Losung enthilt) das Hiimocyanin in reinem Zustande. 
Die Reaction ist vollig neutral. Es wurde einmal die Con- 
centration einer solchen Losung bestimmt: 25 cem. wurden 
mit Alkohol coagulirt, gewaschen, erst im Vacuum und dann 
bei 110° getrocknet. Das Gewicht des Coagulums  betrug 
O8395 g, d. h. die Losung war 3,36 ¢/)ig. Ehe ich auf die 
sonstigen EKigenschaften des Hiimocvanins eingehe, muss noch 
auf ein Verhalten aufmerksam gemacht werden. Melirere 
Male hatte sich in den Dialysirschliuchen ein sehr geringer 
Antheil des Hiimocyanins ausgeschieden. Nun _ fiihrt Hailli- 
burton an, dass bei der Dialyse das Hiimocyanin ausgeschieden 
werde und rechnet es deshalb zu den Globulinen. Ich habe 
uber bei der Dialyse des Octopusblutes selbst, und ich habe 
diesen Versuch gewiss an die zehn Mal wiederholt, nie eine 
Ausscheidung beobachten kénnen. Auch Fredericg gibt nichts 
dergleichen in seiner Arbeit an, trotzdem er auch dialysirt hat. 
Jedenfalls sollte auch beim Verdiinnen einer Hiimocyaniniosung 
mit viel Wasser eine Ausfiillung eintreten, wenn ein echites 
Globulin vorliige. Dies ist aber nicht der Fall; weder biul 
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-o|pst, noch eine reine Loésung krystallisirten Hiimocyanins 
verhalten sich so. Es ist tibrigens eine bekannte Erscheinung, 
dass reine EiweisslOsungen bei der Dialyse mitunter kleine 
Vengen ausscheiden. 

Der geringe, durch Dialyse ausgefiillte Antheil des Hiimo- 
eyanins ist tibrigens fast vollig loslich, sowohl in Neutralsalzen, 
als auch in einer Spur Siure. Ich habe deshalb versucht, ihn 
zur Krystallisation zu bringen, indem ich ihn in Ammonsulfat 
iste und mit gesiittigter Ammonsullatlbsung versetzt zur 
Krvstallisation in eine Schale gab. Es schieden sich in der 
That schéne Krystalle, vollig mit den Formen des Hiimocyanins 
(ibereinstimmend, ab. 


Bestimmung der Coagulationstemperatur. 

Die Temperaturen fiir den Coagulationspunkt werden ziem- 
lich verschieden angegeben. Fredericg sah nach seiner ersten 
Arbeit das Blut bei 65° opalescent werden. Die eigentliche 
Coaugulationstemperatur verlegt er auf 74°. In einer’ zweiten 
Mittheilung!) ist 69° angegeben. Das Blut ist allerdings mit 
10°'o Chlornatrium versetzt.. Krukenberg’s und Halli- 
burton’s Angaben liegen in dhnlichen Grenzen. 

Ich habe drei verschiedene Bestimmungen  ausgefiihrt. 
Zu den beiden ersten wurden reine dialysirte 1,5 °/oige LOsungen 
von krvystallisirtem Hiimocvanin benutzt. Die dritte gleich 
vorbereitete Losung erhielt ausserdem einen Zusatz von Koch- 
<ulz, sodass der Gehalt derselben daran 5°/o betrug. Die 
bestimmungen wurden in einem Beckmann’schen Gefrierpunkts- 
apparat ausgefihrt. An Stelle des dusseren, sonst mit Eis 
beschickten Gefiisses diente ein Becherglas, das vorsichtig 
erhitzt werden konnte. 

Die Coagulation tritt sehr langsam ein. Von 68—70° 
beobachtete ich langsam stiirker werdende Opalescenz. Deut- 
iche Flockung und schliessliche vollkommene Fiillung erfolgte 
bel 71—72°. Die Loésung bleibt unveriindert neutral. Das 
Filtrat ist eiweissfrei. Der Chlornatriumzusatz bei dem dritten 


!) Comptes rendus des séances de lacadémie des sciences. Paris. 


LAXXVIT, 996. 
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Versuch bedingte keine wahrnehmbare Verschiebung des Cox- 
gulationspunktes. 


Reactionen des Hiimocvanins. 

a) Aussalzen: Die gewohnlichen, zum Aussalzen de: 
Kiweisskorper verwendeten Neutralsalze fiillen das Hamocyanin 
nur unvollstiindig. Eine Ausnahme bildet allein das Ammon- 
sulfat. Doch bewirkt auch dieses erst nach Sittigung in Sub- 
stanz und lingerem Stehen damit Totalfiillung. Die unter 
Grenze fir Ammonsulfat liegt bei 3,5. 

Halliburton ftihrt an, naeh Sehiitteln des Blutes bis zu 
O06 Stunden mit gepulvertem Magnesiumsulfat eine vollstindige 
Fillung erhalten zu haben. Es ist wohl zweifellos, dass dabei 
mechanische Ursachen mitgewirkt haben, jedenfalls kann man 
jetzt nicht mehr aufrecht erhalten, das Hiimocyanin durch Magne- 
siumsulfat ausgesalzen wird, und dies mit als Grund fiir seine 
Globulineigenschatten anfiihren. Ich habe durch tagelanges 
Stehen der Hamoeyaniniésung mit Magnesiumsulfat in Substianz 
und Ofterem Bewegen des Gefiisses immer nur unvollkommene 
Fillung erzielen konnen. Fredericg erwihnt, dass Magnesiun- 
sulfat tiberhaupt keine Fiillung erzeuge, und auch andere Griinde 
veranlassen ihn, entgegen Halliburton, das Hamocyanin 
nicht zu den Globulinen zu zithlen. Als Globulin sollte das 
Hiimocyanin auch durch Ammonsulfat bei hochstens 4,6 gefilll 
werden, was nicht der Fall ist. 

b) Kiweissreactionen: Die typischen  Eiweissreactionen 
liefert. das) Hiimocyanin: siimmtlich. Es entstehen also z. b. 
Fiillungen mit Phosphorwolframsiiure, Phosphormolybdinsiure. 
Ferrocvankalium beim = Ansiiuern, Pikrinsiiure, Tannin etc. 
Die Nanthoprotein- und Millon’sche Reaction ist deutlicl. 
Sehr hiibsch ist die Biuretreaction. Man kann dieselbe oline 
den Kupfersalzzusatz ausfiihren, denn das Hiimocyanin enthilt 
eben schon Kupfer. Man hat nur noéthig, etwas stiirkeres Alka! 
zu einer Losung von Hiimocyanin zu geben, um fast augen- 
blicklich eine schéne rothviolette Fiirbung zu erhalten. Es is! 
dies zugleich ein sehr einfacher Nachweis fiir den Kupfergelial 
des genannten Eiweisskorpers. 
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Die Schwetelbleireaction ist sehr deutlich. 

¢) Schwermetallsalze bewirken in reinen Hiimocyanin- 
ljsungen sofortige bleibende Fiillungen. Eine Ausnahme macht 
entgegen Fredericq’s Angabe das Bleiacetat. Es fillt’ zwar 
bei vorsichtigem Zusatz, der Niederschlag lést sich aber im 
Veberschuss wieder klar auf. Vielleicht lisst sich diese Eigen- 
schatt zur Trennung des Hiimocyanins von anderen Eiweiss- 
kirpern verwenden. 

d) Verhalten zu Siiuren und Alkalien: Schon Fredericg 
bheobachtete, dass stiirkere Mineralsiiuren flockige Fiillung er- 
zeugen. Dasselbe soll nach Halliburton starke Essigsiiure 
bewirken. Ich habe selbst durch Eisessig keine Ausfiillung 
erhalten. Es tritt nur Syntoninbildung ein, 

Anders verhalt) sich das reine Hamocyanin, wenn man 
mit dem Zusatz der Siture sehr vorsichtig verfihrt und dieselbe 
ganz verdiinnt anwendet. Das Hiimocyanin wird dann unver- 
‘indert, aber nur zum Theil ausgefillt. Ein weiterer geringer 
Zusatz von Siiure lost wieder vollig klar. Salzsiiure, Salpeter- 
sive, Schwefelsiiure und Essigsiiture verhalten sich darin vollig 
gleich. Die verdiinnten Losungen von Soda, Aetzalkali oder 
Ammontiak erzeugen selbst bei grésster Vorsicht keine Fiillungen. 

Dass Hiimocyanin ebenfalls nur unvollkommen durch 
lingeres Einleiten von Kohlensiiure gefiillt wird, erwiihnt 
Krukenberg. Ich habe dasselbe beobachtet. 


Llementare Zusammensetzung des Hiimocyanins. 
Zu den Analysen dienten drei mit besonderer Sorgfalt 
hergestellte Priiparate. Die Kontrollanalysen wurden nie mit 
dem gleichen Priiparat ausgeftihrt. Nur Krystalle ohne jegliche 
wmnorphe Beimengung kamen in Anwendung, die nach der Auf- 
losung gegen destillirtes Wasser dialysirt wurden. Die erhal- 
lene salzfreie LGsung wurde entweder durch Alkohol oder bei 
eben schwach essigsaurer Reaction durch Hitze coagulirt. Der 
Niederschlag wurde mit Wasser, Alkohol und Aether gewaschen 
und zuniichst im Vacuum getrocknet. Er nimmt eine. tiel 
blaugriine Farbe an. Nachdem er fein zerrieben worden war. 
wurde das Pulver bei 110° zur Gewichtsconstanz gebrachit 
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Die C- und H-Bestimmung geschah unter Anwendung yon 
Kupferoxvd und Bleichromat und vorgelegter reducirter Kupter- 


spirale. 

0.2590 g Substanz gaben CO, = 0,5106 g, H = 0,1675 g, ent- 
sprechend € 93,77 °/o, H = 7,18 Jo. 

0.2156 ¢g Substanz gaben CO, 0.4233 g, H == 01452 g. ent- 
sprechend C 53,00 °%o, H == 7,486°ls. 


Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Dumas. aus- 
sefuhrt: 


0.1805 g Substanz gaben 24,6 ccm. N (15° T., 765 mm.), ent 


sprechend 16,09° o N. 

0.2487 ¢ Substanz gaben 34,5 ccm. N (14° T., 751 mm... ent- 
sprechend 16,0990 N, 

Zur Bestimmung des S wurde die Substanz mit rother, 
rauchender, selbstverstiindlich auf Schwefelsiurefreiheit gepriifter 
Salpetersiiure oxvdirt. Es wurden Bombenrohre von Schott 
benutzt und auf Temperaturen bis 250° gegangen. Es schien 
mir aulfiillig, wie langsam die starke Salpetersiiure angrilf. 
Wiihrend Eieralbumin sofort unter Bildung rother dicker Nebel! 
in Losung ging, blieb das Hiimocyanin unter den gleichen 
sedingungen fast unverindert. Bei der Verarbeitung des 
sombeninhalts erhielt ich auch jedesmal einen gut krystallisi- 
renden S-freien Korper, der sich in Alkali leicht l6ste. Die 
Mengen, die ich bisher bekam, waren zu gering, um etwas 
Genaueres aussagen zu kénnen. Jedenfalls ist der K6rper mit 
keinem der beschriebenen Spaltungsprodukte identisch, woriiber 
die Arbeit v. Fiirth: «Einwirkung von Salpetersiiure auf E!- 
weissstoffe>!), Aufschluss gibt. Sobald ich etwas mehr Materia! 
cesammelt habe, hoffe ich dariiber berichten zu kénnen. 

0.5057 g Substanz gaben 0.0314 ¢ BaSO,, entsprechend 0,85 2. 

O.6011 0,0890 » BaSO,, Q.S99 3. 

0.7165 . 0.0446 » BaSO,, 0,85 °/o 3. 

Die dritte S-Bestimmung wurde mit Hamocyanin § ge- 
macht, welches direkt durch sorgsame Dialyse des blutes 
erhalten worden war. Die Uebereinstimmung mit den beiden 
ersten Zahlen diirfte gleichzeitig mit zum Beweis dienen, dass 


1) Habilitationsschrift, Strassburg 1899. 

























































Zur Kenntniss des Hiimocyanins. 


wir es im Blute von Octopus thatsiéchlich nur mit Héiimo- 
eyanin zu thun haben und kein anderer Eiweisskorper darin 
enthalten ist. 

Die vier quantitativen Kupferbestimmungen werden die 
Anwesenheit des Kupfers im Hiimocyanin§ hoffentlich ausser 
allen Zweifel stellen. Die beiden ersten Analysen sind durch 
yorsichtiges Veraschen und Abrauchen des Hiimocyanins mit 
Salpetersiiure gemacht worden. Fir die beiden letzten Analysen 
wurde das Kupfer aus den Filtraten der Schwefelsiiurefillung 
durch Schwefelwasserstoff abgeschieden. Das ausgewaschene 
Sulfid wurde im Porzellantigel gegliiht. Diese Methode gilt bei 
kleinen Mengen als vollig exact.') 


0.4424 ¢ Substanz gaben 0,0022 g CuO, entsprechend 0,39°%/o Cu. 
0.7652 0.0031 » Cud, 0,32°%o Cu. 
O5D057 > O.0024 » CuQ, ’ O.38% Cu. 
O.6011 » . >  0,0028 » Cu, 0.37% o Cu, 


Die analytischen Resultate sind nochmals in folgender 
fabelle zusammengestellt : 


C 83,77 53.05 
H 7.18 748 
N 16.09 16.09 
S 0,8) O.89 ORD 
Cu O39 O38 0,32 (7) O37 
Q 21,72 21.61. 


Im Mittel enthalt also das Hiimocyanin: 
C = 53,66 °o, H = 7,.33°/0, N = 16,09°'o, S = 0,86 Jo, Cu = 0,380, 


() 21.67%. 


Verhalten des Hiimocyanins zu Salzsiure. 


In den Lehrbiichern, in denen das Hiimocyanin tiberhaupt 
erwahnt wird, ist meist angegeben, dass dasselbe durch Salz- 
siure eine Spaltung vollig im Sinne des Hiimoglobins erleide. 
Es bilde sich ein dem Globin entsprechender Eiweisskérper 
ud zweitens ein krystallisirendes kupferhaltiges Spaltungs- 
produkt, weleches also dem Hiimatin an die Seite zu_ stellen 


| Vergl. Friedheim, Leitfaden fiir die quantitative chemische 


\nalyse. v. Miiller-Kiliani, Kurzes Lehrbuch der analytischen Chemie. 











SRO) M. Henze. 


























wire. Diese Angabe stammt von Fredericq, der sowohl dey 
salzsiure als auch der Salpetersiiure ein gleiches Verhalten 
zuschreibt. Diese Beobachtung interessirte mich besonders. 
und ich habe gerade ihr specielle Sorgfalt zugewendet, ohne sic: 
Jedoch bestiitigen zu konnen. 

Um sicher zu gehen, habe ich von vornherein verhiiltniss- 
miissig grosse Mengen Hiimocyanin verarbeitet. Die Versuche 
wurden in der Weise ausgefiihrt, dass zu der Hamocyanin 
losung tropfenweise nicht zu diinne Salzsiiure zugefiigt wurde. 
Unter Verschwinden der Blaufirbung fiillt ein weisser, flockige 
Korper aus. Derselbe less sich ziemlich schwer  filtriren 
Das eiweisstreie Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingcengt. 
sobald aber Salzsiiurediimpfe entwichen, in)’ den Vacuum- 
exsiccator tiber Calciumoxyd gebracht, damit nicht so_ leicht 
Zersetzungen eintreten sollten. In dieser Weise wurde = zwei 
mal mit krystallisirtem und dialysirtem Hiimocyanin gearbeitet. 
Das erste Mal hinterblicb eine ganz geringe Menge weisser 
Niidelchen, die in einer griinlichgelben Mutterlauge eingebettet 
waren. Ich glaubte schon, dass die Spaltung trotz der ver- 
schwindenden Menge im Sinne der Himoglobinspaltung  ver- 
laufen wire. Es war jedoch nicht der Fall. Die Nidelchen 
waren sehr schwer in Wasser lOslich und gaben die Reaction 
auf Schwefelsiiure und auf Calcium. Es war demnach Gyps, 
der vielleicht von dem destillirten Wasser bei der Dialyse 
herruhrte. Kupfer liess sich sehr scharf in der erwiihnten 
Mutterlauge nachweisen (Ferrocvankalium, Ammoniak, Schwete!- 
wasserstoffreactionen), Ein zweiter Versuch mit krystallisirtem 
Hiimocyanin verlief ebenso resultatlos, desgl. eine Probe mi! 
direkt durch Dialyse aus Blut gewonnenem Hiimocyanin, Durch 
diese Versuche war zuniichst erwiesen, dass das Hiimocyani 
zwar eine Zersetzung erleidet, bei der das Kupfer abgespalten 
wird. Der gleichzeitig entstehende Eiweisskérper ist: frei vou 
diesem Metall. Er zeigt alle Eigensehaften eines Acidalbumins 
Kr war schwer Jéslich in) Wasser bei Gegenwart von Salz- 
siiure. Bet anhaltender Dialvse wurde er gallertartig oe fiillt. 
Die Losungen waren leicht fiillbar durch alle Neutralsalze ¢ 
Stwa cinen kupferfreien nativen Fiweisskérper darzustelicn 
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selang mir nicht. Ich versuchte unter anderem die Methode 
von Sehulz!) zur Gewinnung des Globins aus Hiimoglobin 
anzuwenden. 

Ich habe auch eine Analyse des Acidalbumins ausgetthrt, 
um zu sehen, ob sich etwa in der elementaren Zusammen- 
<etzung eine grosse Abweichung zeigen wiirde. Auch dies 
war nicht der Fall. 

Der salzsaurefret dialysirte Eiweisskorper wurde ge- 
waschen und schliesslich bei 110° getrocknet. 

O1611 ¢ Substanz gaben 22.5 ccm. N (18,5° t., 757 mm.), 

entsprechend 16,04 °o N. 
0.1953 ¢ Substanz gaben 0.3796 ¢ CO,. 0.1543 H,O, 
entsprechend 53,01 °o CG. 7.66% o H. 

Ks ertibrigt noch, ein Wort itiber die Bindung des Kupfers 
un Hiimocyanin zu sagen. Wenn man den trockenen pulveri- 
-irten Eiweisskorper mit) Ferrocvankalium = befeuchtet, so ist 
absolut keine braunrothe Fiirbung zu bemerken (Bildung von 
Ferrocvankupfer). Es gentigt jedoch, denselben vorher mit 
etwas 1?,00 starker Salzsiiture zu befeuchten, um in wenigen 
Augenblicken die genannte Firbung auftreten zu sehen, die 
inmer mehr an Intensitiéit zunimmt. Genau so wirkt eine L° vige 
LssigsiinrelOsung, 

Reine Hiimocyaninlésungen verh Iten) sich genau so. 
Direkt liefern sie keine Kupferaction. Setzt man vorsichtig 
ganz verdiinnte Salzsiiure zu, so entsteht, wie friiher angefiihrt, 
cin Niederschlag. In diesem Momente zeigt Ferrocyankalium 
noch kein Kupfer an. Erst in) dem Momente, wo weiterer 
Salzsiiurezusatz den Niederschlag gerade wieder gelOst hat, tritt 
die Reaction ein. 

Aus dieser Thatsache folet, dass das Kupfer nicht. in 
fester organischer Bindung, etwa wie das Eisen, im Hiimo- 
globin vorhanden ist, sondern sehr lose an den Eiweisskorper 
gebunden ist. Wir haben also im Hiimocyanin eine Verbindung 
nach Art eines Kupferalbuminates vor uns. 


1) Diese Zeitschr.. Bd. XXIV, S. 449. 
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Das Sauerstoffbindungsvermégen des Hiimocyanins 
Auf die wiehtige respiratorische Fihigkeit des Hiimo- 
ceyanins hat wohl Bert?!) zuerstaufmerksam gemacht. Frederic, 
beschreibt den Vorgang genauer bei Octopus in seiner Citirtey 
Arbeit. Er unterscheidet auch in Analogie zum Hiimoglo}in 
und Oxvhimoglobin ein Hamocyanin und Oxyhimocyanin, \Wip 
schon Eingangs erwiihnt, liisst sich die mit der Sauerstoffaut- 
nahme verbundene Farbeninderung nicht nur ausgezeichnet ayy) 
lebenden Thier, sondern auch an dem der Arterie entnommeney 
Blute beobachten. Letzteres wird beim Durchleiten indifferente) 
Gase, wie Wasserstotf, Kohlensiiure, Stickstoff ete. entfiirh: 
(vergl Krukenberg). Das gleiche Phiinomen erzeugen dic 
tiblichen Reductionsmittel, Schwefelammon, Natriumbhydro- 
sulfit etc. Beim Stehen des blutes an der Luft verschwinde! 
die blaue Farbe gleichfalls. Nur die oberste, direkt) mit de) 
Luft in Bertihrung kommende Schicht behiélt dieselbe bei. 

Obwohl nun Heim diesen Farbenwechsel des Blutes zu- 
gibt, bestreitet er jedoch, dass das Himocyanin den Sauer- 
stolfiibertriiger vorstelle. Er habe nie mehr Sauerstoff bein 
Auspumpen des Blutes im Vacuum erhalten, als dem Sauer- 
stoffgehalte des reinen Wassers entspriiche. Es finden sich 
jedoch keine Zahlenbelege dafiir. 

Die gleiche Behauptung machen Jolyet und Regnard. 
Heim citirt in seiner Abhandlung deren Worte «la teneur en 
oxygene du sang des animaux aquatiques est égale a la teneur 
en oxygene de eau ambiante.» Mir war die Originalarbeit der 
heiden franzOsischen Forscher Jeider nicht zugiinglich. Nun 
ist, wie man leicht berechnen kann, reines Wasser im Stance. 
ca, 0.6% 9 Sauerstoff bei ca. 15° C. aus der Luft zu absorbiren, 
Blut natiirlich noch viel weniger, vergl. Hiifner (Du bors. 
Arch. 1895, 102). Jolyet und Regnard selbst finden, wie 
unten genauer angegeben, durchschnittlich 31/2°/o Sauerstoll. 
Ks widersprechen also die Thatsachen selbst ihrer Meinung. 


1) «Mémoire sur la physiologie de la seiche» in Mémoires | 
Société scientif. de Bordeaux. 1867. 

Auch in: Lecons sur la physiologie comparée de la respi 
pag. Le. 1870. 
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\Vasser vermag wohl aus einer reinen Sauerstoffatmosphiire 3,5° 
Sauerstoff zu absorbiren, aber selbstverstiindlich haben wir 
hier nur mit dem Partialdruck des Sauerstoffes der Luft zu 
rechnen. 

In der Litteratur ist mir nur eine Angabe iiber den 
quantitativen Gasgehalt des Octopusblutes aufgestossen. Dieselbe 
stammt von Griffiths ,!) der auch andere in ihrem Blute Hiimo- 
cyanin fiihrende Thiere daraufhin untersuchte. Der Procent- 
eehalt an Sauerstoff der verschiedenen Blutarten (Octopus, 
Sepia, Pagurus, Palinurus, Homarus, Acherontia) schwankt 
gwischen 13—16. Dieser hohe Sauerstoffgehalt ist sehr auf- 
fillig, trotzdem die Parallelanalysen ganz ausgezeichnet iiber- 
einstimmen. Nicht nur auf die angegebene Aeusserung Heim’s 
hin dirfte man an ihrer Richtigkeit’ zweifeln, sondern auch 
die eben genannte Untersuchung von Jolyet und Regnard 
aus dem Jahre 1877 bestirkt darin. Wihrend z. B. Griffiths 
fir Pagurus 14,79, 14,88, 14,96, 14,85° 0 erhiélt, finden 
Jolvet und Regnard 2,4 und 4,4 °%/o. 

Ich war leider aus Mangel an Zeit nicht mehr im Stande, 
die Gasanalyse an reinem krystallisirten Hamocyanin zu machen. 
Da aber im Octopusblut kein anderer Korper der Sauerstoft- 
libertrager sein kann, ausser dem = allein  darin enthaltenen 
Hiimocyvanin, so erlaubt der aus dem Blute auspumpbare Sauer- 
stolf direkt emen Schluss auf das Sauerstoffbindungsvermogen 
des Hamocyanins. Die Bestimmungen wurden mit der Luft- 
pumpe unter gleichzeitiger Erwiirmung des Blutes auf 50° ge- 
macht. Riicksicht auf gebundene oder freie Kohlensiiure wurde 
nicht genommen. Die Kohlensiiure wurde durch Aetzkalium., 
der Sauerstoff durch Pyrogallol absorbirt. 


Angewandte Blutmenge 39 cem.: 
(refundenes Gas 13.4cem. (25° t. 753 mm. B., minus 273 mm. He-Siule) 
Nach (-O,-Absorption 6.0 » . $21 » » 
Nach O 7 24 ‘ 338 > » 


Proc. R. S. Edinburgh 18. 288. 
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Nach Reduetion auf 0° und 760 mm. Barom.-St. sind 


demnach vorhanden: 


CO, 3.41 cem. 
QO = 1,44 
N O79 
Summa = 9.60 cem. 
Qder 100 cem. Blut enthalten: 
CO, —- 8.74 °) 
() : 83.70 
N : 1.92 
Il. 
Angewandte Blutmenge 36 ccem.: 
(Giefundenes Gas 12.8 ccm. (26° t, 759 mm. B., 
Nach CO,-Absorption 6.4 
Nach © 3.6 


Ber Reduction auf 0° und 760 mm. 
nach vorhanden: 


CO, 2.92 ccm. 

() > 24 

N = 1.29 
Summa = 9.32 ecm. 


Oder 100 cem. Blut enthalten: 
CO, = 811 % 
Q == 3,09 
N = 3,98 

Ein kurzer Ueberblick zeigt also, 


) 


minus 


Barom.-St. sind dem- 


} 


dass 100 cem.. Blu 


durchschnittlich 3,4 ecm. Sauerstoff enthalten. Andererseits 


betrigt der Hiimoeyaningehalt des Octopusblutes 9°%)o. Es wiirde 


demnach 1 g Hiimoeyanin ca. 0,4 cem. 


Sauerstoff zu binden 


vermogen, was ungefaihr dem = vierten Theile des Oxyhiimo- 


flobins entspriiche. 


Neapel, Juli 1901. 





























Zur Erwiderung an Herrn Kutscher. ') 
Von 


M. Hahn und L. Geret. 


Der Redaction zugegangen am 30. Juli 1901.) 


In seiner ersten Mittheilung tiber die Selbstverdauung 
der Hefe (20. Juni 1900) hat Herr Kutscher das Urtheil 
efillt: «Die Arbeiten von Salkowski und Hahn haben iiber 
die Natur des proteolytischen Enzyms in der Hefe und den 
\bbau, den die Eiweisskorper durch denselben erfahren, nichts 
wesentlich Neues ergeben.» Dieses Urtheil des Herrn Kutscher 
Witte uns zu einer Erwiderung nicht) veranlassen koénnen: 
deun es gibt ja ausschliesslich Herrn Kutscher’s Ansicht 
wieder, die er nicht weiter begriindet, und die zweite, aus- 
liiirliche Publication tiber den gleichen Gegenstand enthiilt 
diese vernichtende Kritik schon nicht mehr. Eine Erwiderung 
Salkowski'’s hat allerdings Kutscher veranlasst, sein erstes 
Urtheilnoch dreimal zu wiederholen. Aber selbst dieses Vorgehen 
Witte uns nicht bewegen kénnen, uns zu iiussern, sondern 
wir wiirden auch diesmal die Kritik des Herrn Kutscher 
sefasst getragen haben, wenn sich nicht neuerdings wieder 
herausgestellt hiitte, dass Kutscher 1. unsere ausftihrliche 
Publication tiber den Gegenstand gar nicht kennt, trotzdem 
‘ie bald ein Jahr gedruckt vorliegt (Zeitschr. f. Biologie, 
bd. 40, S, 117—172): 2. er den Zweck unserer Unter- 
<uchungen gar nicht richtig gewiirdigt hat; 3. er auch in der 
Frage des proteolytischen Enzyms der Tuberkelbacillen uns 
eine falsche Unterstellung macht. 

ad 1. In seinen siimmtlichen Publicationen bezieht sich 
Kutscher nur auf unsere Mittheilungen in den Berichten der 
‘eultschen chemischen Gesellschaft, deren Publicationsgebrauch 


1 Vel. 1. Sitzungsberichte d. Gesellsch. z. Beférderung der ge- 
‘en Naturwissenschaften zu Marburg, Nr. 5, 1900 und Nr. 6, 1901. 
- lhese Zeitschr., Bd. XXXII. S. 59—78 und S. 419—424. 


Lf 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL. 20 
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bekanntlich ausfiihrlichere Darstellungen ausschliesst. — \\j; 
haben uns hier wesentlich mit der Verdffentlichung analytisc|ie) 
Daten begniigt. 

ad 2. Die Publication in der Zeitschrift ftir Biologie |ii-s; 
aber klar und deutlich erkennen, was eigentlich der Zweck 
unserer Untersuchungen war und dass dieser von den durch, 
Kutscher verfolgten Zielen wesentlich abwich. Eine Enzyim- 
wirkung kann man nur mit Sicherheit constatiren, wenn das 
Enzym sich von der Zelle abtrennen liisst, d. h. wenn also dic 
Spaltungs- und Hydratationsvorgiinge mit Hilfe einer zellfreiey 
Losung hervorgerufen werden kénnen. Sind noch Zellen zu- 
gegen, so wird immer wieder der Einwand auftauchen konnen, 
dass die Vorgiinge mit dem Leben oder Ueberleben der Ze}l. 
verkniipft seien. Die von Ek. Buchner und Hahn ausgearbeitete 
Pressmethode ermoglichte nun aber die Herstellung einer zell- 
freien’ Enzymlésung und setzte uns in den Stand, auch dic 
Kigenschaften des Enzyms niiher zu studiren. Sind noch Zelleu 
vorhanden, ist das IKnzym nicht vollstandig in der Fliissigkeit 
gelost, so werden die Studien tiber das Temperaturoptinium. 
die zur Wirkung erforderliche Reaction nie vollig) correcte 
tesultate ergeben konnen und es wird Niemand einfallen. di 
Eigenschaften des Pepsins in einer Fliissigkeit, die neben Eiweiss 
und Salzsiiure kleine Stticke eines Schweinemagens entliill, 
zu studiren, wenn ihm isolirtes und l6sliches Pepsin zur Ver- 
fiigung steht. Es ist daher auch nicht wunderbar, dass unsere 
Resultate, die mit zellfreien Enzyml6sungen gewonnen. sind, 
in manchen Punkten etwas abweichen von denjenigen, dic 
Kutscher durch Digestion abgetédteter oder iiberlebende 
Zellen erhalten hat. Nach unseren Versuchen tritt die biuret- 
reaction nur ganz voriibergehend, nur ganz schwach aul, sic 
ist durch das Vorhandensein sehr geringer Mengen yon Albu- 
mosen bedingt. Denn nach Ausfillung derselben mit Ammon- 
sulfat) fehlt die Reaction. Die Albumosen sind nur ganz 
voriibergehend nachzuweisen, Pepton, im Sinne— Kiiline s, 
nie. Kutscher fand nach seiner ersten Mittheilung zuniicls! 
«lebhafte Biuretreaction». Kutscher hat ferner ‘die Bildung 
von Ammoniak nachweisen kénnen, wiihrend neuerdings Vou 
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uns angestellte Versuche mit Hefepresssaft keine Vermehrung 
dey anfiinglich vorhandenen, sehr geringen Ammoniakmengen 
wiihrend der Digestion erkennen liessen (Destillation mit BaCQ,). 
Kutscher fand ferner, dass die Spaltungsvorgiinge nicht beein- 
‘lisst wurden, wenn er die Hefesuspension mit Natriumearbonat 
schwach alkalisch machte, und er empfiehlt sogar, Hefe und Hefe- 
presssaft zum Ersatz des tryptischen Enzyms bei Erkrankungen 
des Panereas zu verordnen. Unsere Versuche zeigen, dass ein 
Zusatz von 0,5°%o Soda geniigt, um die Wirkung des Enzyms 
un circa DO» herabzusetzen. Es ist also nicht von der Hand 
zu weisen, dass sich diese zellfreien Enzymlésungen anders 
verhalten, wie die Suspension enzymhaltiger Zellen, und jeden- 
falls miissen sie fiir das Studium der EKigenschaften des Enzyms, 
namentlich auch seines Verhaltens gegen physikalische und 
chemische Agentien, geeigneter erscheinen. Dass die Hefe- 
aiischwemmungen zur Untersuchung der Spaltungsprodukte 
brauchbar sind, dariiber besteht kein Zweifel und wir haben 
es im Interesse der wissenschaftlichen Forschung nur dankbar 
hegriisst. dass Kutseher mit den von Kossel ausgearbeiteten 
Methoden an die Untersuchung dieser Frage heranging. Wir 
konnen es aber nicht billigen, wenn er ausschliesslich die 
Spaltungsprodukte als massgebend fiir die Klassificirung der 
Enzyme ansieht und sich das Recht vindicirt, das proteolytische 
Hefeenzym jetzt einfach als Hefetrypsin zu benennen. Die 
Reaction, welche die Enzyme zur Wirkung benothigen, ist 
schiiesslich auch von nicht zu unterschitzender Bedeutung fir 
die Klassificirung und das proteolytische Enzym der Hefe unter- 
scheidet sich eben ganz wesentlich dadurch vom Pancreas- 
trvpsin, dass es seine kriiftigste Wirkung bei saurer Reaction 
entfaltet. Um in der Bezeichnung einen Unterschied zum 
Ausdruck zu bringen, haben wir es vorgezogen, schon vor 
Kutscher das Enzym als «Hefeendotrypsin» zu bezeichnen. 
Wir sehen uns umsomehr veranlasst, an dieser differenzirenden 
bezeichnung festzuhalten, als neuere Untersuchungen (Jacoby, 
Diese Zeitschr., Bd. XXX, S. 149) dargethan haben, dass 
auch bei der autolytischen Spaltung, wie sie unter dem Ein- 
Niisse proteolytischer Fermente in thierischen Organen vor 
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sich geht, der zeitliche Ablauf der Spaltung uns die Menge 
der Endprodukte eine vollige Identificirung mit der Trypsin- 
wirkung nicht zulassen. Darnach scheinen die «Endoenzyme 
der thierischen Zellen ganz iihnliche Eigenschaften zu besitzen, 
wie das Endotrypsin der Hefe. Dass tbrigens Wroblewski 
schon Glutaminsiiure und Asparaginsiure unter den Spaltunes- 
produkten nachgewiesen hatte, scheint Kutscher ganz ent- 
gangen zu sein. 

3. In einer neueren Publication!) beschiiftigt sich Kuts cher 
nun auch mit dem proteolytischen Enzym der Tuberkelbacillen, 
In seiner ersten Ver6ffentlichung hatte der eine von uns (I.) 
dariiber Folgendes gesagt: «Sodann konnten wir auch aus 
Tuberkel- und Typhusbacillen mittelst der Pressmethode ei- 
weisshaltige Fliissigkeiten erhalten, welche gleichfalls Selhst- 
verdauung zeigten, wenn auch in viel geringerem Maasse als 
der Presssaft aus Hefezellen.» In einer weiteren Veroffentlichung 
wurden einfach die analytischen Daten itiber die Selbstyer- 
dauung des Tuberculoplasmins publicirt. Herr Kutscher he- 
handelt Tuberkelbacillen, tiber deren Alter nichts gesagt wird — 
der Ausdruck «frisch» liasst der Phantasie grossen Spielraum 
11 Tage lang bet 37—38® mit Chloroformwasser und sagt 
dann Folegendes: «War nun in Wirklichkeit, wie die Arbeiten 
von Hahn vermuthen liessen, ein stiarkeres  proteolytisclies 
Knzvm in den Tuberkelbacillen enthalten, so mussten sich unter 
der Einwirkung desselben die Eiweisskérper, welche sich in 
der Leibessubstanz der Tuberkelbacillen befinden, lésen und 
ihre Abbauprodukte in die Verdauungsfliissigkeit diffundiren. 
Herr Kutscher findet denn auch, dass von dem Eiwelss, 
welches die Tuberkelbacillen enthalten, cirea 10°/o durch die 
Digestion in Loésung gehen, er findet geringe Mengen yon 
Alloxurbasen und eine dem Leuein iihnliche krystallisirende 
Substanz. Aber es gelang Herrn Kutscher leider nici! 
andere Spaltungsprodukte des Eiweiss aufzufinden, und mal 
kann sich des Eindruckes nicht erwehren, dass das hier el 


1) Sitzungsberichte d. Gesellsch. z. Beférderung der gesan 
Naturwissenschaften, Marburg 1901, Nr. 6. 
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folglose Fahnden nach Hexonbasen und Amidosiiuren Herrn 
Kutscher zu dem sicher falschen Urtheil verleitet hat, dass 
in den Tuberkelbacillen weder schwiichere, noch stiirkere pro- 
teolytische Enzyme vorhanden seien. Woher soll denn die 
Zunahme des im Chloroformwasser gelésten Stickstoffantheils 
scliliesslich kommen? Unsere Analysen des Presssaftes aus 
Tuberkelbacillen zeigen ganz klar und einwandfrei, dass sich 
das Coagulat durch mehrwochentliche Digestion in demselben 
erheblich vermindert (bis 50°/o), dass der Filtratstickstoff zu- 
nimmt. Von einem stirkeren Enzym haben wir trotzdem nie 
sesprochen und héchstens unsere Analysen, nicht unsere Er- 
drierungen kénnen Kutscher zu der seiner Ansicht nach 
erfolglosen Untersuchung verleitet haben, die uns tibrigens 
eine werthvolle Bestiétigung unserer Befunde gebracht hat und 
nur wieder beweist, dass ftir den Nachweis eines Enzyms die 
Suspensionen von Zellen in Flissigkeiten viel weniger geeignet 
sind, als die zellfreien Plasmine. Bei den in Suspension be- 
findlichen Tuberkelbacillen dirfte die wachsartige Hille in 
hohem Grade fiir die Diffusion der Spaltungsprodukte, die sich 
im Innern der Bacterien durch Enzymwirkung gebildet haben, 
hinderlich sein. Zweifellos wiirde es auch bei Verarbeitung 
erosserer Mengen von selbstverdautem Tuberculoplasmin mdg- 
lich sein, die Spaltungsprodukte nachzuweisen, aber 100 g 
Tuberkelbacillen sind dazu ganz unzureichend. Sind erst die 
Spaltungsprodukte gefunden, namentlich die basischen, dann 
wird auch wohl Kutscher zugeben, dass ein Enzym vorhanden 
ist und ob es als stirker oder schwiicher zu bezeichnen ist, 
das wird vom Alter der Kulturen ete. abhiingen, und dariiber 
woilen wir mit Niemand streiten, um so weniger, als wir nie 
von einem stiirkeren Enzym gesprochen haben. 

Kutscher’s Arbeiten haben wirklich etwas Neues 
gebracht. Gerade aber deshalb hiitte er es auch garnicht 
hothig gehabt, die Fortschritte, die in den friiher erschienenen 
Arbeiten anderer Autoren enthalten sind, zu negiren. 
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sei Gelegenheit von Versuchen, welche Liebig!) im Jahre 
1853 iiber den Harnstoffgehalt des Hundeharns anstellte und 
bei denen auch auf das Auftreten von Harnséure Riicksicht 
genommen wurde, machte er die interessante Beobachtung 
einer neuen Sidure, die er, um ihren Ursprung anzudeuten, 
Kynurensiiure nannte. Nicht jeder Harn, den er untersuchte, 
nur solcher «von manchen Tagen, und dies nur selten», ent- 
hielt dieselbe. 

Diese Siure wurde in der Weise gewonnen, dass das 
nach liingerem Stehen des Harns sich absetzende gefiirbte 
Sediment in Kalkwasser gelést, mit Wasser verdiinnt und 
heiss mit Salzsiiure gefillt wurde, wobei sich die Kynuren- 
siiure in sehr feinen, kleinen, seidengliinzenden Nadeln = ab- 
schied. Ohne Zusatz von Wasser zu der Kalkwasserlésung, 
also in concentrirter Loésung, fiel sie als weisses, mikro- 
krystallinisches Pulver aus, das beim Abfiltriren leicht durch 
das Filter hindurchging. 

Wenn man heute die Eigenschaften der Kynurensiiure 
und deren Spaltungsprodukt, das Kynurin, die beide jetzt sehr 
genau bekannt sind, mit den Eigenschaften vergleicht, ‘lie 
Liebig seiner neuen Siiure gab, so muss man die ungemein 
feine Beobachtungsgabe bewundern, die es ihm ermidglichie, 
sie so tibereinstimmend mit unseren heutigen Kenntnissen Zu 
charakterisiren. Er erhitzt die Saéure in einer Glasréhre, sie 
schmilzt zu einem braunen Liquidum, welches, hoher  erhi!7t, 
sublimirt und wieder krystallinisch, seidegliinzend erstarrt und 


1, Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm., 86, 125. (1853). 
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nun andere Eigenschaften besitzt, als die urspriingliche Siiure. 
Hieses Sublimat ist das heute gut gekannte y-Oxychinolin, das 
Kynurin, welches aus der Kynurensiiure unter Verlust von 
Kohlensiiure entsteht. Obgleich die sehr lebhafte Kohlensiiure- 
entwicklung, welche das Schmelzen der Séure begleitet und 
yverursacht, dass das braune Liquidum im Glasrdhrehen hoch 
aufschiiumt, ihm entgangen zu sein scheint, und wenn er auch 
die Siure, die ihm nur in ganz geringer Menge zu Gebote 
-teht, fiir stickstofffrei erkliirt, so sind doch andererseits seine 
Angaben itiber den Séurecharakter, Salzbildung, L6slichkeits- 
verhiltnisse und ihre Verschiedenheit von Harnsiiure so exact, 
dass man ihnen heute nur wenig Neues hinzuzufiigen braucht. 

In einer spiiteren Abhandlung') holt er Versiiumtes nach 
und zeigt vornehmlich, dass sich die Menge der Kynurensiiure 
im Harn der Hunde durch reichliche Fettfiitterung vermehren 
iisst. Diese Beobachtung, verbunden mit einer besseren Ab- 
-cheidungsmethode, die darin bestand, dass er den Harn etwas 
cindampfte und nach Zusatz von Salzsiiure liingere Zeit stehen 
liess, setzte ihn in den Stand, mehrere Gramme der Kynuren- 
<iiure zur weiteren Forschung in Arbeit zu nehmen und sie 
durch die Analyse als eine stickstoffhaltige Substanz von der 
annihernd stimmenden Formel C,,NH,O, zu charakterisiren. 

Allein der Umstand, dass das Material ungemein schwer 
zu. beschaffen war, trug wohl die Hauptschuld, wenn nicht 
besser stimmende Analysenwerthe geschaffen wurden, und wenn 
last 14 Jahre verstreichen konnten, ehe die Kenntniss der Saure 
und ihres Umwandlungsproduktes eine weitere Férderung erfuhr. 

An der Hand von 10—12 g Kynurensiiure, die sich im 
Laufe der Jahre in ihrem Besitz angesammelt hatte, nahmen 
(. Schmiedeberg*) und O. Schultzen (Dorpat 1872) das 
Studium derselben wieder auf. Bei der Gewinnung derselben 
‘clnten sie sich fast ganz an die von Liebig gegebene Vor- 
“chrift an; sie dampften den Harn entweder direkt auf ein 
Urittel seines Volumens ein und liessen ihn nach Zusatz von 

v. Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm., 108, 354. (1858). 


2, 0. Schmiedeberg u. O. Schultzen, Ann. d. Chem. u. Pharm.. 
: § 
Ih. 155, (1872). 
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etwas Salzsiiure tagelang an einem kiihlen Orte stehen oder 
aber sie liessen eine Fiéllung mit Bleizuckerlosung vorangelicn, 
entfernten das tiberschiissige Blei durch Schwetelwasserstof 
und dampften dann erst ein. Ob diese letztere Operation fiir 
eine bessere Ausbeute forderlich war, davon erwihnen sic 
nichts, jedenfalls bot sie wohl den Vortheil, dass eine Zer- 
setzung des Harns weniger schnell eintrat. 

Zur Aufarbeitung wurde die durch mitgefallenen Schwefe! 
und Harnsiiure verunreinigte Rohsiiure in verdtinntem Ammoniak 
gelost und mit Salzsiiure wieder ausgefallt, allein die weitere 
feinigung der Siiure bot, weil ihr, in ébhnlicher Weise wie 
der Harnsiiure, Farbstoffe des Harns hartnackig anhafteten, 
grosse Schwierigkeiten. Erst wiederholtes LOsen in Ammoniak. 
Kochen mit Thierkohle und Ausfiillen mit verdiinnter Essig- 
siiure fiihrte zu einer reinen Substanz, die aus gliinzenden, 
platten Nadeln bestand, zwei Molekiille Krystallwasser enthiclt 
und bei 264—266° unter Gasentwickelung schmolz. Aus der 
Analyse des Barytsalzes, das schon Liebig darstellte und 
dessen Zerlegung durch Kohlensiure sie in richtiger Weise 
deuteten, zogen sie den folgerichtigen Schluss, dass die Kynuren- 
siiure wahrscheinlich 2 Hydroxylgruppen enthalten miisse. Die 
Klementaranalyse fiihrte zu der Formel C,,H,,N,O,, die mit 
der Analyse des Baryumsalzes im Einklange stand. 

Wenn Schmiedeberg und Sehultzen sich fiir die 
Verdoppelung der einfachen Formel C,,H,NO, aussprachen, so 
wurden sie dazu durch die Analyse eines salzsauren Platin- 
und Goldsalzes der sehr schén krystallisirenden Base ver- 
anlasst, die sich beim Schmelzen der Siture bildete und die, 
wie ich oben erwiihnte, schon Liebig als Sublimat beobaclite! 
hatte. Kynurin nannten sie diese Base. Sie schmolz bei 2)! 
und gab bei der Verbrennung Werthe fiir die verdoppelte 
Formel C,,H,,N,Og. 

Diese sehr interessante Untersuchung, die die Kenntniss 
der Kynurensiiure um ein gut Sttick vorwirts brachte, schliesse1 
sie mit dem Hinweis, dass diese Siiure und ihr Spaltung-- 
produkt, das Kynurin, ihren Formeln und Reactionen nach ce 
aromatischen Reihe angehéren miisse. 
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Obgleich Schmiedeberg und Schultzen fiir diese den 
thatsiichlichen Verhiiltnissen vorauseilende Behauptung einen 
heweiskriiftigen Grund nicht anzuftihren vermochten, so lag 
doch andererseits fiir M. Kretschy,') der 7 Jahre spiiter in 
einer vorlaufigen Mittheilung weitere Untersuchungen tiber die 
Kynurensiiure ankiindigte, keine Veranlassung vor, die ver- 
dienstvolle Arbeit jener beiden Forscher als «fragmentarisch » 
Zu bezeichnen. 

In einer umfangreich angelegten Arbeit,?) die 2 Jahre 
spiiter erscheint, nimmt Kretschy auf Untersuchungen von 
F.C. Schneider’) (Wien) Bezug, der aus einer grossen An- 
zal yon Analysen des Baryumsalzes der Kynurensiure die 
Formel C,,H,NO, (nach neuer Schreibweise C,,H,NO,) fest- 
cestellt hatte. Bei der Abscheidung der Séiure aus dem 
Hundeharn wich Schneider nicht von der Vorschrift Liebig’s 
ab, die Reinigung derselben wurde theils durch das Ammon- 
salz. theils durch das barvum- oder Calciumsalz bewirkt. 
Leistete diese Methode zwar M. Kretschy die besten Dienste, so 
kelirte er schliesslich doch zu dem Verfahren von O. Schmiede- 
berg und O. Sehultzen zuriick, die die mit Thierkohle ent- 
firbten Ammonsalzlésungen heiss mit verdiinnter Essigsiiure 
fillten und sehr langsam erkalten liessen. Von den Ammon- 
sulzlosungen, die tiberschiissiges Ammoniak enthalten, behauptet 
Kretsehy, dass sie leicht einer weitgehenden Zersetzung 
schon nach eintaégigem Stehen in der wirmeren Jahreszeit 
anheimfallen, die dazu verwendete Siiure mag roh oder schon 
cereinigt sein. Diese Beobachtung mag fiir eine nicht ganz 
reine Natursiiure aus leicht begreiflichen Griinden richtig sein, 
llr reine, auf synthetischem Wege dargestellte Siure  trifft 
das nicht zu, ebenso wenig kann ich bestiitigen, dass sich 
Wweisse, anscheinend also sehr reine» Kynurensiure in Am- 
moniak mit mehr oder weniger dunkler Farbe lost. Der von 

1, M. Kretschy, Ber. d. d. chem. Ges., 12, 1673. (1879). 

2, Monatsh. fiir Chem., 2, 57. (Wien 1881.) 

9, F.C. Schneider, Sitzungsberichte der Wiener Akademie der 

, 09, 24. — Gorup-Besanez, Handbuch der physiol. Chemie, 
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ihm zu niedrig gefundene Schmelzpunkt 257—258° — jch 
fand in Vebereinstimmung mit Schmiedeberg und Schultzeyn 
266° — liisst mich vermuthen, dass seine Séure, sO weiss sie 
auch gewesen sein mag, organische Stoffe des Harns als 
Verunreinigung enthalten hat, die die Ursachen jener von ihm 
beobachteten Erscheinungen waren und die auch den Schmelz- 
punkt herabdriickten. 

In dem ersten Theil seiner Arbeit fligt M. Kretschy 
bekannten Eigenschaften der Liebig’schen Siiure und = des 
Kynurins von Schmiedeberg und Schultzen einige er- 
ginzende Daten hinzu, beschreibt eine Reihe von Salzen beider 
und stellt nach ergebnisslosen Versuchen mit Acetylchlorid, 
Kssigsiiureanhydrid und Phosphorpentachlorid in dem wichtigeren 
zweiten Theil die Thatsache fest, dass die Kynurensiiure eine 
Chinolinoxycarbonsiure und das Kynurin ein Chinolinpheno! 
sel, da er fiir beide bet der Zinkstaubdestillation Chinolin als 
Stammbase nachweisen konnte. Mit dieser wichtigen  Ent- 
deckung wurden endgiiltig die verdoppelten) Formeln von 
Schmiedeberg und Schultzen beseitigt, so dass sich die 
Zersetzung der Kynurensiure in’ Kynurin) nach = der alten 
empirischen Gleichung: 

CoH, NO, = CygH,,N.O. + 2C0, 
durch den rationelleren  Ausdruck: C,H;N(OQH)COOH) = 
C H,N(OH) + CO, ersetzen liess. 

Von ebenso grosser Bedeutung waren zwet bald daraut 
folgende Untersuchungen!) desselben Forschers, die als Oxy- 
dationsprodukte beider Verbindungen die als Kynurséure  be- 
zeichnete Oxalylanthranilsiiure 

COOH 
CoHy 

\NH—CO—COOH 
zu Tage forderten, wodurch die Stellung der Hydroxyl- und 
Carboxylgruppe im = Pyridinkern des Chinolinmolekils — fest- 
gelegt war. 

Kinen weiteren Schluss hinsiehtlich der Stellung der beiden 
Gruppen zu einander gestattete die Oxydation natiirlich nicht, 


1) M. Kretschy, M. f. Chem., 4, 146. (1883); 5, 16 (1884). 
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da die Oxalylanthranilsiure auch als Oxydationsprodukt von 
Verbindungen aufgetreten ist, die wie das a-Oxychinolin, das 
Carbostyril Friedlaender’s,') eine Carboxylgruppe nicht ent- 
hielten. Da das Kynurin hinsichtlich seiner Eigenschaften und 
Krystallform zweifellos vom = a-Oxychinolin verschieden war, 
trotz der nahe bei einander liegenden Schmelzpunkte (a-Oxy- 
chinolin Schmp. 199° — Kynurin Schmp. 201°), so blieb eine 
Entscheidung zwischen der B- und y-Stellung zu treffen tibrig, 
wiihrend die Stellung der Carboxylgruppe in der Kynurensiiure, 
yon der Stellung der Hydroxylgruppe des Kynurins abhiingig, 
vollstiindig unentschieden blieb. Trotzdem scheint von irgend 
einer Seite ein Schluss zu Gunsten der a-Stellung der Carboxyl- 
gruppe gezogen worden zu sein; nur so erklart es sich, wenn 
die Siiure in einigen Handbiichern®) als a-Kynurensadure an- 
gesprochen worden ist. 

Inzwischen war auch von physiologisch-chemischer Seite 
dieser interessanten Séure erhdhte Aufmerksamkeit geschenkt 
worden und zwar durch Untersuchungen, die sich theils mit 
dem qualitativen und quantitativen Nachweis der Siaure im 
Harn theils mit einzelnen Reactionen der Kynurensiure und 
des Kynurins beschiftigten und eine Constitutionsaufklirung 
i analytischer Richtung anstrebten. 

In seinen bekannten Untersuchungen tiber den Nachweis 
der gepaarten Aetherschwefelsiuren der Phenole im Harn zeigt 
Lt. Baumann,?) dass, iihnlich den Phenolen, reine Lésungen 
der Kynurensiiture mit Bromwasser einen starken  citronen- 
gelben, bald krystallinisch werdenden Niederschlag geben, der 
sich aus Alkohol umkrystallisiren liisst. Er macht ferner darauf 
wuflmerksam, dass dieser Niederschlag im phenolfreien Hunde- 
harn benutzt werden kann, um Spuren von Kynurensiiure auf- 
zulinden, dass aber namentlich durch diese Reaction festgestellt 
werden kann, dass bei der Abscheidung der Siiure durch 
Salzsiiure aus dem Hundeharn sich nur ein grésserer Theil 

1) P. Friedlaender, Ber. d. d. chem. Ges., 15, 332. 

2) Beilstein, Bd. IV, S. 364. — Kiihling, Stickstoffhalt. Ortho- 
condensat.-Produkte. Berlin. 

3) KE. Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 62. 
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derselben gewinnen lasst, ein kleiner Theil aber sich der A})- 
scheidung entzieht. 

Die Reactionsfahigkeit der Kvnurensiure gegen Brom hat 
heute, da uns thre Constitution als Phenolearbonsiiure — mj 
der Salicylsaurestellung beider Gruppen — bekannt ist, nichts 
mehr Auffiilliges. Dieser Phenolcharakter aber erlaubt auch. 
auf die Frage zu antworten, weshalb die sonst schwer l6sliche 
Siiure erst auf Zusatz von Salzséure aus dem Harn zur Ab- 
scheidung gelangt. Man wird vielleicht in der Annahme. nicht 
fehl gehen, dass die Kynurensiure nicht als solche, sondery 
als leicht losliche Phenolitherschwefelsiiure im Hundeharn ent- 
halten ist und erst beim Stehen mit Salzsiiure in schwer 
losliche Kynurensiiure und Schwefelsdure gespalten wird. Auch 
die Moéglichkeit, dass die Kynurensiiure als saures Salz im 
Harn vorhanden ist, ist nicht ausgeschlossen. Weit gewagter 
allerdings und auch irgend eines Beweilses entbehrend ist es, eine 
innere Anhydridbildung von folgender Constitution anzunelimen, 
die dann, wie oben, durch Salzsaure wieder gelést wird. 


SO, S0, 
7 ™. ar » OH 
cn COOH __H].0 : | AOD 4 
a 5 2 Fi ,—--s COOH 
os FF 7 yo" a a a \ “ 
S7 \ ‘a ye \Z ae \% 


Mit Vorbehalt’ moéchte ich diese Anhydridbildung erwilin'! 
haben, da durch ihre Formulirung die Loslichkeit derselben 
im Harn nicht geniigend erklart wird, obgleich man auch 1) 
den Betainen und Thetinen Korper ihnlicher Zusammensetzung 
kennen gelernt hat, die in Wasser leicht léslich sind. 

Die von Kk. Baumann tiber die Bromirung der Kynuren- 
siiure gemachte Beobachtung veranlasste bBrieger,!) diesen 
Gegenstand noch einmal aufzugreifen und die Bromirung aucl 
auf das Kynurin auszudehnen. Bei der Einwirkung von brom 
auf die Kynurensiiure fand zuerst Kohlensiiureentwickelung wid 
dann Bromirung statt, wobei ein K6rper von der Zusammoen- 


1) Brieger, Diese Zeitschrift, Bd. IV. S. 92. — M. Kretsc! 
M. f. Chem., Bd. Il, 77. Fussnote. 








Ueber Liebig’s Kynurensiure und das Kynurin. 397 


<eizung C,H,Br,NO erhalten wurde, der beim Kochen mit 
\|kohol Bromithyl und Bromwasserstoff entwickelte. Nicht 
nur, dass diese Substanz bei dieser Einwirkung an ihrem 
jusseren Aussehen eine Einbusse erlitt, indem ihre gelbe Farbe 
blasser wurde, sondern auch ihr Bromgehalt nahm ab und 
gab nur noch Werthe fiir eine Verbindung C,H,Br,NO. 

Beim Bromiren von Kynurin erlielt Brieger eine analoge, 
selbe Verbindung, die sich gegen kochenden Alkohol ebenso 
verinderlich zeigte. Nach wiederholtem Umkrystallisiren war 
<i blendend weiss geworden und kennzeichnete sich durch 
die Analyse als Tribromkynurin. 

Ausserdem beschreibt Brieger cine durch Wasser leicht 
zersetzbare, lockere Verbindung der Kynurensiiure mit Salzsiiure. 

Obgleich sich seitdem unsere Kenntniss tiber die Consti- 
tution der Kynurensaure und des Kynurins erweitert hat, so 
ist es doch nicht moéglich, aus diesen Ergebnissen einen Schluss 
liber die Stellung der noch vorhandenen und abgespaltenen 
Bromatome zu ziehen, die sowohl im Pyridin- als auch Benzol- 
kern nach uns noch unbekannten Gesetzmiissigkeiten vertheilt 
sein’ kOnnen, Was die Abspaltung von Bromacthyl resp. 
bromwasserstoff anbetrifft, so wird man geneigt sein, an eine 
das Stickstoffatom betreffende additionelle Bromverbindung zu 
denken, die bet der Behandlung mit Alkohol in das bestiindige 
Tribromkynurin tbergeht, allein das Erkennen dieser Reactionen 
wird zweifellos durch Untersuchungen von Jaffe!) becintrachtigt, 
der ber der Einwirkung von Chlor bezw. von chlorsaurem 
Kulium und Salzsiure zu etwas anderen Resultaten gelangte, 
die diesen nicht analog sind. 

Gelegentlich seiner Untersuchungen tiber die Fillbarkeit 
von Pepton im Harn durch Phosphorwoilframsiiure macht F. Hof- 
Ineister*) die Erfahrung, dass ausser anderen Substanzen wie 
Kreatinin und Xanthin auch die Kynurensiiure durch dieses 
eagens gefillt werde, und er kann zeigen, dass im Hundeharn 
Kynurensiiture und Kreatinin, im Menschenharn hauptsiichlich 
Areatinin nebst etwas Xanthin, aber keine Kynurensiiure an 

1, M. Jaffé, Diese Zeitschrift. Bd. VII, S. 399. 


2, F. Hofmeister, Diese Zeitschrift. Bd. V. S. 70. 
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der Bildung des Phosphorwolframsiureniederschlages betheilig: 
sind. Ferner geht aus seinen Versuchen hervor, dass diese, 
Reagens sich zu einem zwar. nicht einfachen, aber doc, 
quantitativen Verfahren zur Abscheidung der Kynurensiiure 
verwenden. liisst. 

Diesem quantitativen Verfahren gesellte sich bald de 
von M. Jaffe!) aufgefundene, sehr scharfe Nachweis— hinzu. 
der darin besteht, dass eine ganz geringe Menge Kynurensiiure. 
mit etwas chlorsaurem Kalium und Salzsiiure auf dem Wasser- 
bade eingedunstet, einen réthlichen Riickstand hinterliisst. dey. 
mit Ammoniak befeuchtet, nach kurzer Zeit schén smaragderiiy 
gefiirbt wird. Indem Jaftfé dem Chemismus dieser Reaction 
bei Anwendung grosserer Mengen Kynurensiiure niither nact- 
ging, fand er, dass mit der Hand in Hand gehenden Oxydation 
und Chlorirung eine Abspaltung von Kohlenséure verbundey 
ist und dass ein Gemenge von chlorhaltigen Substanzen gebilde! 
wird, die mehr oder minder jene smaragdgriine Fiirbung ini! 
Ammoniak erkennen lassen: wenigstens gab eine von ilim 
isolirte, gut charakterisirte Substanz vom Schmelzpunkt 170°. 
deren Verbrennungswerthe am besten auf ein Tetrachloroxy- 
kvynurin stimmten, diese Reaction weniger gut, als die nici! 
nither isolirten Nebenprodukte. Mit synthetischer Siiure tri! 
die Jaffe sehe Probe ebenfalls ein. Dazu méchte ich bemerken, 
dass die ammoniakalische Losung einer rohen, synthetisclien 
Siiure beim Kochen mit Thierkohle sich gleichfalls schon blau- 
griin fiirbt, diese Farbung bleibt aber aus, wenn die Niiure 
chemisch rein zur Anwendung gelangt. Die Ursachen_ beider 
Kiirbungen haben wohl nichts mit einander gemeinsam, wnd 
wie ich im experimentellen Theil zeigen werde, wird sic in 
letzteren) Falle durch Spuren von a, y-Dioxychinolin —hervor- 
gerufen, das nach P. Friedlaender,?) sich in ammoniakalisclie! 
Losung nach eimiger Zeit schon blau firbt. So willkommen 
und werthvoll oft in) diagnostischer Beziehung z. B. bei Aul- 
findung von Alkaloiden solche Farbreactionen sind, so wenlg 


1) M. Jaffe. Diese Zeitschrift. Bd. VIL Ss. 399. 
2) P. Friedlaender, Ber. d. d. chem. Ges., 15, 2683. 
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Kedeutung haben sie meist fiir die Erkenntniss der entstehenden 
Verbindungen und der Constitution der Ausgangssubstanz selbst. 

Ks eriibrigt noch, zweier Arbeiten von Capaldi!) hier 
zu gedenken, von denen die erstere sich auf rein physiologischem 
Gebiet bewegt und in den Schlussfolgerungen ausklingt, dass 
die Kynurensaiure nicht im Darm gebildet wird und gegen 
Fiulnissbakterien sehr bestiindig ist. Die andere Untersuchung 
belasst sich mit einer quantitativen Bestimmungsmethode der 
Kynurensiiure mittels einer ammoniakalischen Chlorbaryum- 
lisung. Beiden Abhandlungen hat Capaldi eine reichhaltige 
Quellenangabe uber weitere physiologische Studien iiber die 
Kynurensiure beigegeben; ich beschriinke mich darauf, sie 
unten?) anzuftihren. 

So werthvoll vom physiologisch-chemischen Standpunkte 
aus alle diese Untersuchungen waren, auf die FOrderung der 
Constitutionsfrage oder Synthese der Kynurensiure oder des 
Kvnurins tibten sie keinen bemerkenswerthen Einfluss aus. 

Mit viel Berechtigung liisst sich dies aber von Unter- 
suchungen von Zd. H. Skraup?) behaupten, der das Kynurin 
unter den Oxydationsprodukten des Cinchonins und der Cin- 
choninsiiure bei der Behandlung mit Chromsiiure und Schwefel- 
sire auffand. Wenn Skraup sich zwar nicht definitiv fir 
die B- oder y-Stellung der Hydroxylgruppe im Kynurin ent- 

1) Capaldi, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 87, 92. 

~) k. Baumann, Diese Zeitschrift. Bd. X. S. 131. — Rosenhain, 
beitrage zur Kenntniss der Kynurensiurebildung im Thierkérper, Dissertat. 
honigsberg. 1886. — Haagen, Ueber den Einfluss der Darmfiiulniss 
auf die Entstehung der Kynurensiure beim Hunde. Dissertat. Konigsberg. 
S87. Morax, Diese Zeitschrift. Bd. X, S. 318. — Hauser, Archiv 
llr exper. Pathologie und Pharmakologie, 36, 1. — Eckhardt, Ann. d. 
Chem. u. Pharm., 97, 358. — Zabelin, Ann. d. Chem. u. Pharm. II, 
Suppl, pag. 335 (1862 u. 1863). —- Voit und Riederer, Zeitschrift fur 
biologie, 1,315. — Naunyn u. Riess, Archiv fiir Anatomie und Physio- 
logie, 1869, 381. — Jaffé-Schmidat, Ueber das Verhalten einiger 
Chinolinderivate im Thierkérper, mit Riicksicht auf die Bildung von 
Kynurensiiure. Dissertat. Aug. Schmidt. Kénigsberg. 1884. — Niggeler, 
Archiv f. exper. Path. u. Pharmakologie, 3, 70. — P. Solomin, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXII, S. 497. 

3) Zd. H. Skraup, M. f. Chem., 7, 518; 8, 801; 9, 821; 10, 726. 
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scheiden konnte, die a-Stellung kam nicht mehr in Betrache. 
weil er die Verschiedenheit des Kynurins vom Carbostyril in 
iiberzeugender Weise feststellte, so gab er doch mit diesen 
Versuchen den Anstoss dazu, dass die Cinchoninsiiure als 
¢-Chinolinearbonsiiure spiiter von F. Wenzel!) zur Consti- 
tutionsaufklirung dieses Chinolinphenols herangezogen wurde. 

Mit der Ueberfiihrung des Cinchoninsiiureamids nach der 
Hofmann’schen Reaction in das y-Amidochinolin§ beschritt 
KF. Wenzel den von Skraup vorbereiteten Weg. Wenn auch 
die darauf folgende Diazotirung nicht das gesuchte Phenol, 
sondern das von Skraup aus dem Kynurin erhaltene Chlor- 
chinolin ergab, so-gestattete ihm doch die Umsetzung dieses 
reactionsfiithigen Korpers mit Natriumalkoholat und Spaltung 
des Aetylkynurins in Kynurin einen einwandfreien Beweis fiir 
die y-Stellung der Hydroxylgruppe zu erbringen. Mit dieser 
Beweisfithrung war auch die Hydroxvlgruppe der Kynuren- 
siiure in der y-Stellung festgelegt, fiir die Carboxvlgruppe kam 
nunmehr die a- oder B-Stellung in Betracht. 

Ks musste daher von Interesse sein, diese letzte noch 
schwebende Frage einer Losung entgegen zu fithren und dann 
den immerhin umstiindlichen Weg von der Cinchoninsiiure 
zum Kynurin durch einen kiirzeren zu ersetzen. Beide Zicle 
hoffte ich durch die von mir aufgefundene Methode zur Dar- 
stellung von a- und ~-Oxvchinolinen zu erreichen. 

Vor einiger Zeit?) habe ich zeigen kénnen, dass gewisse 
Acidylderivate von o-Amidoverbindungen vom allgemeinen Typus 

/CO—CH,—R OR 

C,H, und C,H; 

“NH, \NH, 
durch Condensation mit Natriumhydroxyd in wiisserig-alko- 
holischer Loésung in a- und +-Oxychinoline tibergehen. >o 
entsteht, um ein Beispiel anzufiihren, aus dem Acetyl-o-ami:lo- 
acetophenon sowohl das a-Oxy-¢-Methylchinolin, als auch das 
-Oxy-a-Methylchinolin gleichzeitig. 


1) F. Wenzel. M. f. Chem.. 15, 453. 
’) R. Camps. Ber. d. d. chem. Ges. 32, 3228. Archiv f{. Phar- 


macie, 237. 659. 
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CH, CH, 
| LO CH, —s a, CScH + H,O 
CoH, CO CH, B 
NH \nzC—OH 
OH 
a’ NCH, mean a -+ H,O 
Sia ; " oN | 
A yy /CO—CH, \y70—CH, 


Die Giiltigkeit dieser meist sehr glatt verlaufenden Syn- 
thesen konnte bis jetzt hauptsichlich am Amidoacetophenon 
und dessen zwel niichst héheren Homologen, dann am Amido- 
benzophenon, Amidobenzaldehyd, Amidobenzoyvlameisensiiure 
satin) und an der Amidobenzoesiiure bewiesen werden und 
gwar unter Anwendung der verschiedensten Siiurereste. Diesen 
Beispielen reiht sich nun auch die o-Amidophenylpropiolsiure 
un, die, unter Wasseraufnahme als hypothetische Amidobenzovl- 
essigsiiure reagirend, ebenfalls dieser allgemeinen Reaction folgt. 
Durch Anwendung ihrer’ Formylverbindung gelingt es, die 
Kvnurensiiure darzustellen und damit deren Constitution zu er- 
mitteln. Aueh die andere Frage wird gelost, das Formyl-o- 
amidoacetophenon geht, wie nach den Gesetzmiissigkeiten dieser 
Synthesen nicht anders zu erwarten war, in Kynurin tiber. 
beide Wege eignen sich wegen betriedigender Ausbeute zur 
Darstellung der beiden Substanzen, so dass man nicht mehr 
alein auf den Hundeharn angewiesen ist. 

Versuche zur Darstellung des Formyl-o-amidoacetophenons 
aus Ameisensiiure und o-Amidoacetophenon sind schon vor 
liingerer Zeit von A. Bischler') zu anderen Zwecken unter- 
hommen worden. Sie schlugen wegen zu langer Einwirkungs- 
dauer der Componenten aufeinander fehl, weil das  primiir 
rebildete Siurederivat mit einem noch intact gebliebenen 
Molekiil Amidoacetophenon unter Austritt zweier Molekiile 
Wasser das Formylisoflavanilin bildete, von dem ich nach- 
welsen konnte, dass es aus o-Flavanilin?) und Ameisensiiure 
zu erhalten war. 

1) A. Bischler. Ber. d. d. chem. Ges. 26, 1352. 


o>. ‘ 


-) R. Camps, Ber. d. d. chem. Ges. 52, ; 
e, 237, 672. 


232. Archiv f. Phar- 
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Ganz anders gestaltet sich dagegen der Versuch, weny 
man Ameisensiiure und o-Amidoacetophenon nur ganz kurze 
Zeit — etwa 5 bis 10 Minuten — im Sieden erhialt. Bei Ap- 
wendung von 15 g Keton und 20 g wasserfreier Ameisensiitiy: 
konnten nach dem Erkalten und Eingiessen der Reactions- 
masse in Wasser 15 g@ Rohprodukt an Formyl-o-amidoacety- 
phenon (83°/o) gewonnen werden, das aus heissem Alkoli| 
in feinen, farblosen, glinzenden Nadeln vom Schmelzpunk: 
79° auskrystallisirt. 

Ber. fiir C,H,O.N. N = 8,59%o. Gefunden 865° 5 N, 

In den wiisserigen ameisensauren Mutterlaugen  betfinde: 
sich neben wenig unveriindertem o-Amidoacetophenon — das 
Formyl-o-Flavanilin vom Schmelzpunkt 107°, dessen Bildung 
sich nicht ganz vermeiden liisst. Es seheidet sich beim Kin- 
dampfen der Laugen alsbald erstarrendes Oel ab. 

Wiithrend das Formylamidoketon beim Kochen mit Salz- 
siiure leicht in die beiden Componenten verseift wird, erleidet 
es bei der gleichen Behandlung mit Natroniauge Chinolinring- 
sehluss zum Kynurin. 


am Pes 
a Sa —— ge 

“04 ‘ ‘O° 4 
‘ yyy 7 GOH \n ZC 


Kine kochende Losung von 14 g Formylamidoacetophenon 
in 90 com. Alkohol und 1 | Wasser wird nach Zusatz you 
6 ¢ Natriumhydroxyd, in 20 cem. Wasser geloést, etwa 5 Stunden 
am Riickflusskiihler auf freier Flamme im Sieden erhalten wud 
dann am absteigenden Kiihler Alkohol, Wasser und zuriick- 
verseiftes Amidoacetophenon bis auf 50 ccm. weggekochi. 
Nachdem das nach dem Erkalten der Fliissigkeit in geringe! 
Menge abgeschiedene o-Flavanilin abfiltrirt ist, wird das alka- 
lische Filtrat| vorsichtig mit Salzsiiure versetzt, wodurch das 
Kynurin als salzsaures Salz in der von M. Kretschy. ei- 
mittelten Zusammensetzung (CyH,NO), + HCl -+ 2 H,0, in feinen 
verfilzten, leicht verwitternden Nadeln in einer Ausbeute you 
8.5 ¢ ausfiillt. Aus diesem Salze wird das Kynurin dure! 


= 
1} 


Digestion mit concentrirter Sodalésung abgeschieden — ¢! 
Veberschuss von Soda ist zu vermeiden, weil es die Oxybire 
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list — und aus verdiinntem Alkohol unter Anwendung von 
Thierkohle umkrystallisirt. Farblose glasgliinzende prismatische 


Krvystalle, die bei 201° schmelzen. Sie sind mit dem Kynurin 
yon O. Schmiedeberg und O. Schultzen und M. Kretschy 
identisch, die es aus der Kynurensiiure durch Schmelzen 


ge- 
wonnen hatten. 

Bei Anwendung von wiisserigen Losungen zum Um- 
krystallisiren habe ich auch die von Kretschy beschriebene 
wasserhaltige Krystallform beobachten kénnen, die in strahlen- 
firmigen Biischeln von einem Punkte aus angeordnet erst nach 
einiger Zeit anschiessen. Sie schmelzen unregelmiissig zwischen 
60 und 76°, nach dem Trocknen auf 120° bei 201°. Eisen- 
chlorid erzeugt ein blutrothes Eisensalz des Phenols, erkennbar 
durch die intensive Fiirbung seiner wiisserigen LOsung, eine 
charakteristische Reaction, die vielen von mir untersuchten 
y-Oxvchinolinen eigen ist, zum Unterschied von den a-Oxy- 
chinolinen, die nicht gefarbt werden. 

An ciner friiheren Stelle habe ich darauf aufmerksam 
cemacht, dass aus dem Ergebniss der Oxydation der Kynuren- 
siiure, das zu der als Oxalylanthranilsiure erkannten Kynur- 
siiure fithrte, ein Schluss auf die a-Stellung der Carboxylgruppe 
gezogen worden ist. Das Unrichtige dieser Schlusstolgerung 
liisst sich schon an der Hand von theoretischen EKrwiigungen 
nachweisen, wenn man sich daran erinnert, dass Chinolin- 
phenole wie Kynurin und Carbostyril, die nicht nur keine 
Carboxylgruppe enthalten, sondern auch ihre Hydroxylgruppen 
an verschiedenen Stellungen im Pyridinkern — in der - und 
a-Stellung — fiihren, ebenfalls bei der Oxydation diese Oxalyl- 
anthranilsiiure ergaben. Hieraus geht hervor, dass Gesetz- 
mnissigkeiten bei der Oxydation solcher einander  isomeren 
oder ahnlichen Verbindungen sich nur insofern ergeben, als 
immer die bestindige Oxalvlanthranilsiiure entsteht, ganz gleich- 
giltig, wie gross und welcher Art die aufgespaltene Kohlen- 
stoffkette ist. 

Von Interesse musste es daher sein, auch in experimenteller 
Hinsicht die Frage nach der a-Stellung der Carboxylgruppe in 
der Kynurenséiure zur Entscheidung zu bringen. Es stand 


4 )* 
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zu erwarten, das bei Einfiihrung des Oxalsiureesterrestes un 
Stelle der Formylgruppe im Amidoacetophenon eine Verbindung 
entstehen wiirde, die, durch Natronlauge condensirt, eine 
Chinolinoxycarbonsiiure liefern musste, die allen an die Con- 
stitution der «a-Kynurensiiure» zu stellenden Bedingungen 
entsprach. Beide Gruppen mussten sich im Pyridinkern, die 
Oxvgruppe in ¢-Stellung, die Carboxylgruppe in a-Stellung 
befinden. 
/LO—CHs a‘. Bg 
Coll, ma oe . or ea as 
NH—CO—COOC,H, \ /&— COOH \y 6 — COOH 
NH 
Die Einftihrung des Oxalsiiureesterrestes in das o-Amido- 
acetophenon geht leicht von Statten, wenn man gleiche Theile 
Oxalsiiurediithylester und  o-Amidoacetophenon eine — halbe 
Stunde auf 150—160° im Oelbade erhitzt. Unter Alkoholab- 
spaltung bildet sich das aus heissem Alkohol in prachtvollen 
seidegliinzenden Nadeln krystallisirende substituirte Monoanilid 
vom Schmp. 128°. 

Krhitzt man dieses Siurederivat in wiisserig-alkoholische: 
Losung 2 Stunden mit Natronlauge am Riickflusskiihler, so 
tritt der Chinolinringschluss zur -¢-Oxy-a-Chinolincarbonsiiure 
ein, die nach dem Erkalten der alkalischen Reactionsfliissigket! 
durch Zusatz von Salzsiiure ausfiillt. Zur weiteren Reinigung 
wird sie zuerst aus verdtinnter heisser Salzsiiture und dann aus 
heisser 40°/oiger Essigsiiture umkrystallisirt, woraus sie bein 
langsamen Erkalten in seideglinzenden verfilzten Nadeln= er- 
halten wird, die bet 290° unter lebhaftem Aufschiiumen 
schmelzen. In Natronlauge, Ammoniak und Soda list sie sich 
leicht, schwerer dagegen in heissem = Alkohol und anderen 
organischen Lésungsmitteln. Auch von heissem Wasser wird 
sie nur schwer aulgenommen. Beim  Erhitzen auf ihren 
Schmelzpunkt spaltet sie Kohlensiiure ab und geht in’ das 
Kynurin tiber, das am Schmelzpunkt 201° und an der blut- 
rothen Eisenchloridreaction erkannt wurde. 

Wenn auch die y-Oxy-a-Chinelincarbonsiiure, die nach dem 
Trocknen auf 130° folgende Analysenwerthe ergab: 
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Berechnet fiir C,,H,NO,: Gefunden: 
C6349 63,28 
H 3,70 42 
N 7,41 7,59 


beim Schmelzen wie die Kynurensiiure Kynurin liefert, so ist 
sie doch durch ihre Eigenschaften und durch den Schmelz- 
punkt von dieser verschieden. 

Nach diesem Ergebniss musste die Kynurensiiure die 
~-Oxy-B-Chinolincarbonsiiure sein, deren Synthese aus einer 
Formylamidobenzoylessigsiure zu erwarten war, und zwar aus 
dem Grunde, weil das Formylamidoacetophenon das Kynurin 
cehildet hatte. Obgleich verschiedene eigene Beobachtungen 
und Angaben in der Litteratur die Existenzfiihigkeit einer 
Amidobenzoylessigsaure oder deren Ester anzuzweifeln berech- 
tigen, so war doch die Moglichkeit nicht ausgeschlossen, dass 
der um ein Molekti] Wasser irmere o-Amidophenylpropiolsiiure- 
ester resp. dessen Formylderivat in diesem Sinne reagiren 
wirde, 


A=C—C00G 2, CO—CH,—COOC,H, C—OH 
Hi, wt | / Noe 
Col +H,0 Coll, | OH HO CH,  eiiaiaaieces 
NH—COH NH omy \ CH 
7” 


Der Versuch fiel zu Gunsten dieser Annahme aus. Als 
hauptsichlichstes Reactionsprodukt entsteht die Kynurensiiure: 
das a, ~-Dioxchinolin, das ~-Chlor-a-Oxychinolin, das 0-Amido- 
acetophenon und das Kynurin, alle insgesammt sind nur Produkte 
secundiirer Reactionserscheinungen. 

Zur Darstellung der Amidophenylpropiolsiiure beniitzte 
ili das zuerst von v. Baeyer und Bloem!') angegebene und 
dann von v. Riehter?) genauer priicisirte Verfahren, nach 
welchem die o-Nitrophenylpropiolsiiure in) ammoniakalischer 
Losing durch Eisenvitriol und Ammoniak reducirt wird. 

“Zu einer kalt gesiittigten L6sung von 55 g Eisenvitriol 
in TXO—2O0 cem. Wasser fiigt man iiberschiissiges Ammoniak 
und dann von Zeit zu Zeit unter Umschwenken eine ammonia- 
kalische Lésung von 5 g o-Nitrophenylpropionsiiure. Nach 


- 


1, v. Baeyer und Bloem, Ber. d. d. chem. Ges. 15. 2147. 


-) v. Richter. Ber. d. d. chem. Ges. 16, 679. 
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zweistiindigem Stehen wird das Eisenoxyduloxydhydrat al- 
filtrirt und das klare, gelbrothe, ammoniakalische — Filtrat 
tropfenweis mit einem = geringen Ueberschuss von Salzsiiure 
versetzt, wobei ein gelatindser rothbrauner Niederschlag jn 
geringer Menge ausfiillt, der schnell abfiltrirt wird. Aus dem 
Filtrat scheidet sich nach weiterem Zusatz von wenig Salz- 
siiture die Amidosiiure zumal beim Reiben mit einem Glasstabe 
als gelbes, sandig-krystallinisches Pulver ab, das aus verschie- 
denen Operationen oft verschiedene Nuancen zeigt. Schmp. 130°. 

Nach den Angaben Baeyer’s zur Darstellung des 
o-Amidophenylpropiolsiureathylesters, die ich im Wesentlichen 
befolgte, leitet man unter guter Eiskiihlung in eine Suspension 
von 10 g. Amidosiiure in 100 cem. absoluten Alkohols einen 
langsamen Salzsiiurestrom bis zur Siittigung ein und giess! 
das Ganze auf Eis. Beim Absiittigen mit Soda scheidet. sich 
der krystallinische Ester aus, der nach dem Absaugen zur 
weiteren Reinigung zuvor in Aether aufgenommen wird, der 
Nebenprodukte ungelodst  liisst. Nach dem Verdampfen des 
Aethers hinterbleibt der Ester als bald erstarrendes Oel, das 
in wenig warmem Alkohol gelést beim Erkalten desselben in 
schonen schwach gelb gefiirbten Nadeln vom Schmp. 55° aus- 
krystallisirt. Er riecht angenehm an Nerolidl erinnernd und hat 
grosse Neigung, sich zu veriindern, insofern er nach einiger Zeit 
zum Theil seine leichte Loslichkeit in Alkohol und Aether verliert. 

Die Kinftihrung der Formylgruppe in den Amidosiiureester 
bot zu Anfang einige Schwierigkeiten, da bei der Einwirkung 
von Ameisensiure auf denselben z. B. beim kurzen Aufkoclien 
in der Hauptsache eine Verbindung entstand, die schon wegen 
ihres hohen Schmelzpunktes von 209—210° nicht das gesuchte 
Siiurederivat sein konnte. Erst beim Lésen beider Componenten 
in wasserfreiem Aether und mehrstiindigem Stehenlassen des 
Gemisches wurde die Frage in befriedigender Weise gelost, 
wenn auch die Bildung dieser nicht naher untersuchten Ver- 
bindung sich nicht ganz vermeiden liasst. 

2 g frisch bereiteter reiner o-Amidophenylpropiolsitre- 
iithylester wurden in 10 ccm. wasserfreien Aethers gelost, 
durch eine Kiiltemischung gut abgekiihlt und mit 10 g Ameisel- 
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<iure, die zuvor mit 10 cem. wasserfreien Aethers verdiinnt 
-ind, langsam versetzt, sodass sich die erste Kinwirkung mog- 
lichst bei Temperaturen unter 0° vollzieht. Das Gemisch 
bleibt einige Zeit verschlossen stehen. Nach Verlauf von 
mehreren Stunden beginnen sich in der Fliissigkeit feine, zu 
kleinen kugeligen Aggregaten vereinigte Niidelchen abzuscheiden, 
deren Menge (0,4 g) sich nach 6stiindigem Stehen nicht weiter 
vermehrt. Man saugt von diesen ab und verdiinnt das Filtrat, 
nachdem der Aether zum grossten Theil freiwillig verdunstet 
ist, mit Wasser, wodurch das abgeschiedene Oel alsbald kry- 
-tallinisch erstarrt. Durch Absiittigen der sauren Fliissigkeit 
mit Soda wird die Abscheidung des Formylderivates vervoll- 
stindigt. Es wird zur weiteren Reinigung mit Aether aut- 
cenommen, der geringe Mengen des oben erwihnten Neben- 
produktes ungelést liisst, und nach dem Verdampfen des Aethers 
in wenig warmem Alkohol gelést. Beim Erkalten desselben 
krystallisirt es in derben, farblosen, seidegliinzenden Nadeln, 
die, concentrisch von einem Punkte aus angeordnet, oft eine er- 
hebliche Linge erreichen und bei 83° schmelzen. Ausbeute 1,6 g. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N. N = 6.45%. Gefunden: 6,56°/o N. 

In wiisserig-alkoholischer Lésung mit Natronlauge gekocht, 
seht der Formyl-o-amidophenylpropiolsiureester, zuerst Wasser 
aufnehmend, dann Wasser abspaltend, in die Kynurensiure tiber. 

Lost man 2,5 g dieses Siiurederivates in 40 ccm. Alkohol 
und 250—300 cem. Wasser unter Erhitzen bis zum Sieden 
auf und setzt dazu 5 g Natriumhydroxyd, in 20 ccm. Wasser 
gelost, so tritt sofort eine griingelbe Fluorescenz auf, die je- 
doch beim Kochen der Fliissigkeit am Riickflusskiihler bald 
einer rein gelben Farbe Platz macht. Nach 2stiindigem Er- 
hitzen ist die Ueberfiihrung in die Kynurensiiure beendet, die 
nach dem Filtriren der erkaiteten Reactionsfliissigkeit, die den 
angenehmen Geruch nach Nerolidl zeigt, durch einen Ueber- 
<chuss von Salzsiiure ausfallt. 2,0 g Rohsiure vom Schmelz- 
punkt 263° (90°/o Ausbeute). Da bei dieser Condensation stets 
geringe Mengen des Formylesters in Ameisenséure und Ester 
hezw. Amidophenylpropiolsiiure verseift werden, so ist nicht 
zu verwundern, wenn man die Beobachtung von etwas a-yf-Di- 
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oxychinolin machen kann, das sich namentlich beim Loése), 
der’ Rohkynurensiiure in)’ Ammoniak und Erwiirmen dieser 
Losung durch die schéne lasurblane von Friedlaender') 
beobachtete Fiirbung zu erkennen gibt. 

Seine Bildung aus zuriickverseifter Amidophenylpropiol- 
siiure wird durch die Thatsache, dass Baeyer?) dieses Dioxy- 
chinolin ebenfalls, aber unter anderen Bedingungen, aus der 
siiure erhalten konnte, leicht verstiindlich. Sie erkliart auch 
die Entstehung des y-Chlor-a-Oxychinolins vom Schmelzpunkt 
245°) wenn man die iiberschtissige Salzsiiure enthaltende Mutter- 
lauge, aus welcher die Rohkynurensiure ausgefillt war, eindampt, 

Die Losung der rohen Siiture in Ammoniak oder Soda 
wird zur weiteren Reinigung mit Thierkohle gekocht. Nach 
dem Wiederausfiillen mit Salzsiiure wird die blendend weisse, 
aus verlilzten Niidelchen bestehende Siiure entweder aus einem 
Gemisch von verdiinnter heisser Essigsiiure und Salzsiiure oder 
aus heissem Alkohol, dem etwas Salzsiiure zugesetzt ist, um- 
krystallisirt. Im ersteren Falle erhalt man prachtvolle, silber- 
gliinzende, farblose Nadeln, im letzteren beim langsamen Ab- 
kiihlen kleine gliinzende, wohlausgebildete, flache Prismen, dic 
unter heftigem Aufschiiumen bei 266—267° schmelzen. 

Durch diesen Sehmelzpunkt erweist sie sich mit der 
Kynurensiure, die O. Schmiedeberg und O. Schultzen 
(Schmelzpunkt 266°) aus dem Hundeharn gewonnen haben. 
identisch, wahrend M. Kretschy den Schmelzpunkt seiner 
Hundeharnsiiure zu 257— 258° angibt. Verschiedene Anzeichen., 
so z. B. die Zersetzung der ammoniakalischen Loésung der 
siiure bei Sommertemperatur nach eintiigigem Stehen, deuien 
darauf hin, dass Kretscehy eine noch nicht vollkommen reine 
Siiure unter Handen gehabt hat, vielleicht hat er auch an 
einer solchen von ihm fiir rein gehaltenen Siiure seine Schmeiz- 
punktbestimmungen ausgefthrt. 

Ausser durch die Analyse einer aus Alkohol krystallisirten 
Siiure, die nach dem Trocknen bei 150° keine Gewichtsabnahine 
zeigte also kein Krystallwasser enthielt und folgendeWerthe erga): 

1) P. Friedlaender, Ber. d. d. chem. Ges., 15, 2683. 

2) v. Baeyer und Bloem, loc. cit. 
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Berechnet fiir C,,H,NO, Gefunden: 
C 63.49 63.59 
H 3,70 3,82 
N 7.41 7.92 


habe ich mich darauf beschriinkt, da sie eingehend schon von 
den oben genannten Forschern beschrieben worden ist, ihre 
Identitiit mit der aus dem Hundeharn erhaltenen Siure dureh 
die Jaffe’sche Reaction und durch die Ueberfiihrung in Kynurin 
nachzuweisen. 

Ks ertibrigt noch, darauf hinzuweisen, dass die Verwend- 
barkeit des o-Amidophenylpropiolsiiureesters auf die Darstellung 
der Kynurensiiure nicht allein beschriinkt ist. 

Fiihrt man an Stelle der Formylgruppe mittelst Essig- 
siureanhydrid den Acetylrest ein und condensirt das entstandene 
Siiurederivat mit Natronlauge in wiisserig-alkoholischer Losung 
bei Siedehitze, so entsteht neben dem a-Oxylepidin die a-me- 
thylirte) Kynurensaiure. Sie ist schon friiher von Niemen- 
towski!) durch Einwirkung von Anthranilsiiure auf Acetessig- 
ester in geringer Menge erhalten worden und sie ist mit der 
von Conrad und Limpach?) durch Oxydation des ent- 
sprechenden Aldehyds erhaltenen a-Methyl-¢-Oxy-f-Chinolin- 
carbonsiiure identisch. 

Der o-Amidophenylpropiolsiiureester gestattet also bet 
Verwendung geeigneter Siiurereste auch die Darstellung sub- 
stituirter Kynurensiiuren. 

Mit diesem Hinweise bin ich am Schlusse der dieser 
Abhandlung zu Grunde liegenden Aufgabe angelangt. Nicht 
ubschliessen médchte ich dieselbe, ohne an dieser Stelle auf 
wigemeine interessante Beziehungen aufmerksam gemacht zu 
haben, durch die drei von der Natur erzeugte Substanzen, das 
Cinchonin, der Indigo und die Kynurensiiure, mit einander 


verkniipft’ sind, Beziehungen, die durch Aufbau- und Abbau- 


reactionen vermittelt werden. 
Wiihrend die Bildung des Indigo mit den beiden fiinf- 

gliedrigen Indolringen sich durch Reduction der o-Nitrophenyl- 

proploisiiure durch Traubenzucker in alkalischer Loésung fast 

1) v. Niementowski, Ber. d. d. chem. Ges. 27, 1396. 

-) Conrad und Limpach, Ber. d. d. chem. Ges., 21, 1975. 
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quantitativ gestaltet, habe ich oben zeigen kénnen, dass die- 
selbe Nitrophenylpropiolsiiure unter geeigneter Behandlung jin 
die Kynurensiure mit dem sechsgliedrigen Chinolinring iiber- 
gefiihrt werden kann. Eine é&hnliche vermittelnde Stellung. 
wie sie zwischen dem Indigo und der Kynurensiiure durch 
die Nitrophenylpropiolsiure zum Ausdruck kommt, tibernimimt 
das Kynurin zwischen dem Cinchonin und der Kynurensiiure, 
von denen das erstere durch Oxydation unter besonderen Uin- 
stinden (Skraup), die letztere unter Kohlensdiureabspaltung 
in dasselbe Kynurin tbergeht. 

Endlich liisst sich das hauptsichlichste Oxy dationsprodukt 
des Cinchonins, die Cinchoninséiure, durch Schmelzen mit Kali 
nach Konigs!) in die g-Oxycinchoninsadure tiberfiihren, die- 
selbe Siture, die ich friher durch Condensation des acetylirten 
Isatins darstellen konnte, des Oxydationsproduktes des Indigo. 


TS 
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1) W. Sneken, Ber. d. d. chem. Ges., 12, 99; 16, 2152. 
2) R. Camps, Ber. d. d. chem. Ges., 32, 3234. 

3) R. Camps, Archiv f. Pharm., 237, 687. 

4) W. Kinigs, Ber. d. d. chem. Ges., 12, 99; 16, 2152. 
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Interessanter noch vielleicht als diese Relationen ist der 
Hinweis, dass in der Kynurensiiure die Carboxylgruppe und 
die Hydroxylgruppe dieselbe benachbarte Stellung einnehmen, 
wie in der Salicylsiure. An diese Orthostellung kniipft sich 
die Vermuthung, dass diese beiden Gruppen vielleicht die 
este eines im Thierleibe abgebauten, complicirt zusammen- 
sesetzt gewesenen Molekiils sind; man wird geneigt sein, nicht 
zuletzt an das Eiweissmolekiil zu denken, von dem die Kynuren- 
siure ein im Thierorganismus relativ bestiindiges Spaltungs- 
stiick auszumachen scheint. 

Dem Andenken seines unvergesslichen Lehrers, Professor 
fk. Baumann in Dankbarkeit gewidmet. 


Karlsruhe, im Juli 1901. 


Chem.-Pharm. Laboratorium. Techn. Hochschule. 


































Ueber die Entstehung von «-Pyrrolidincarbonsaure und Phenyl- 
alanin bei der Hydrolyse des Eieralbumins. 


Von 
Emil Fischer. 


(Aus dem [. chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


Der Redaction zugegangen am & August 1901.) 


Fir den Versuch diente das kiiufliche Priiparat aus [1- 
weiss von Dr. Griibler in Dresden und die Untersuchunegs- 
methode war genau dieselbe wie beim Casein. !) 

250 g Albumin wurden mit 750 cem. Salzsiiure (spec. 
Gew. 1,19) bet gewohnlicher Temperatur iibergossen und 
wiederholt’ umgeschtttelt. Nach einer Stunde war dasselbe 
zum Theil mit stark violettrother Farbe gelOst, zum andern 
Theil gallertig aufgequollen. Als dann am Riickflusskithler zum 
Sieden erhitzt wurde, nahm Anfangs die violette Fiarbung 
noch zu, schlug spiiter aber in braunschwarz um. Nach sechis- 
stiindigem Kochen wurde die Operation unterbrochen und die 
Klissigkeit nach langerem Stehen von einer dunklen schmieriget 
Ausscheidung durch Filtration getrennt. Wie es scheint, riihren 
diese dunklen Zersetzungsprodukte, die beim Casein nur it 
ganz geringer Menge entstehen, von den im Albumin vorhan- 
denen Kohlehydraten her, Das Filtrat wurde unter vermindertem 
Druck stark eingeengt und der Riickstand mit Alkohol unc 


1) Diese Zeitschrift Bd. XXXII. S. 151. (1901. 
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Salzsiiure verestert. Die Destillation des Estergemisches gab 
hei 25 mm. Druck!) folgende Fractionen : 


I. 50°— 75° (35— 60°) 88 g, 
IH. 75°— 908 (60— 75°) 103 g, 
Hf. 90°—110® (7jd— 95°) 19.5 ge 
IV. 110°—145° (95 —130°) 21.0 ¢g 
V. 145°—165° (130—150°) 95 g, 


x 


69.1 g. 


Zum Vergleich sind in der Tabelle eingeklammert die 
Siedepunkte angefihrt, welche die gleichen Fractionen bei 
(mm. zeigen wiirden: selbstverstiindlich haben diese Zahlen 
nur eine annihernde Gulligkeit. 

Da es mir zuniichst nur auf den Nachweis von Pvyrro- 
lidincarbonséiure und Phenylalanin ankam, so habe ich die 
Untersuchung auf die Fractionen Hl und V_ besehriinkt. 

Die Verarbeitung der ersteren war genau dieselbe wie 
beim Casein. Die Menge der activen Pyrrolidincarbonsiiure, 
welche mit Hilfe des in Alkohol léslichen Kupfersalzes isolirt 
war, betrug 1,15 g und das Priiparat zeigte den Schmelzpunkt 
205") sowie alle anderen Eigenschaften der activen Siiure. 

Zur sicheren Identificirung wurde es noch mit Phenyl- 
isocvanat combinirt und aus dieser Verbindung durch Erhitzen 
mit Salzsiure das Anhydrid dargestellt. Letzteres zeigte, aus 
Wasser umkrystallisirt, die charakteristischen flachen Nadeln 
vom Schmelzpunkt 142°. 

Die Menge der racemischen a-Pyrrolidincarbonsiiure war 
geringer, denn von dem Kupfersalz wurden nur 0,4 g¢ gewonnen, 
bel der Analyse desselben wurde allerdings etwas zu wenig 
Krystallwasser gefunden: 


0.2365 ¢ lufttrockne Substanz verloren bei 110° 0,0230 ¢ H,O 
0.2135 ¢ wasserfreies Salz gaben O0,0581 ¢g CuO. 

C,)H,,O,N,Cu + 2 H,O Ber.: 10,99°/o H,O, gef. 9,79°/o H,O. 
CoH,,0,N,Cu > 21,81°/, Cu, » 21,75°% Cu. 


Da aber das Salz sonst ganz die Eigenschaften des 


1, Da die Versuche im hohen Sommer ausgefiihrt wurden, so war 
t der Wasserstrahlpumpe kein medrigerer Druck zu erreichen. 





Emil Fischer. 


r-pvrrolidincarbonsauren Kupfers, z. B. die Ldéslichkeit, dic 
Form der Krystalle und den starken Geruch nach Pyrrolidiy 
beim Erhitzen oder beim Eindampfen der wisserigen Losing 
zelgte, so kann iiber die Identitét kein Zweifel herrschen. 

Die Fraction V der Ester wurde zuniichst wie beim Caseiy, 
mit der 7ftachen Menge Wasser durchgeschiittelt und der (y- 
losliche Theil fiir sich mit Barvtwasser bei 100° verseift. [x 
die Identificirung des racemischen Phenylalanins sehr vie! 
leichter ist. so habe ich auf die Tsolirung der activen Amino- 
siiture verzichtet und die filtrirte Barytlésung sofort durch 
27+ stiindiges Erhitzen im Autoclaven auf 160° racemisirt. Die 
solirung des Phenylalanins aus der baryumhaltigen Losung 
geschah in bekannter Weise, ihre Menge betrug 2,5 g. 

Das Produkt gab stark die charakteristische Verwandlung 
des Phenylalanins in’ Phenylacetaldehyd beim Kochen mit 
Schwefelsiure und Kaliumbichromat. Zur weiteren Ideuti- 
ficirung wurde es einmal aus heissem Wasser umkrystallisir! 
und dann mit’ Phenylisocvanat gekuppelt. Nach dem = Um- 
krystallisiren aus Alkohol zeigte dieses Produkt nicht  allein 
den Zersetzungspunkt (gefunden 178°), sondern auch die Zu- 
sammensetzung des Phenyleyanat-Phenylalanins : 


0.1963 ¢ Stubstanz gaben 0.4835 ¢ CO, und 0,L010 g H,O. 


r 
C,,H,,O,N,. Berechnet: 67.60°o €, 5.63% H. 
Gefunden: 67,18 °%o » 9,42 Jo 


Die gleiche Uebereinstimmung im Schmelzpunkt (gefunden 
170—171") ergab sich bet dem Anhydrid der vorigen Ver- 
bindung. 

Aehnliche Resultate haben einige Versuche des Herr 
Dr. Levene mit der Gelatine ergeben. Die Bildung der a-Pyrvo- 
lidincarbonsiiure wurde ganz sicher nachgewiesen und _ die- 
jenige des Phenylalanins sehr wahrscheinlich gemacht. .\us- 
fiihrliche Mittheilung dariiber wird bald folgen. 

Schiitzenberger!) hat bei seiner ausgedehnten Ar)ei 
uber die Zersetzung des Albumins durch Barytwasser el! 
Produkt isolirt, welches er Tyroleucin nannte und als eine 


1) Ann. chim. phys. (5), 16, S. 343. (1879.) 
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Verbindung von Aminovaleriansaure mit einem Korper C,H, NO, 
glaubte betrachten zu konnen. 

Kk. Schulze und Barbieri,!) welche zuerst das Phenyl- 
alanin unter den Zersetzungsprodukten der Eiweissstoffe mil 
Sicherheit erkannten, haben bereits darauf hingewiesen, dass 
nach dem Befunde von Schiitzenberger bei der Zersetzung 
des Albumins mit Barytwasser wahrscheinlich Phenylalanin 
entstehe. Aber der sichere Beweis. dafiir wiirde ohne die 
kstermethode wohl noch lange nicht geliefert worden sein; 
denn gerade die Versuche von Schulze?) zeigen, welch’ ausser- 
ordentliche Schwierigkeiten die sichere Erkennung des Phenyl- 
alanins unter den Spaltungsprodukten der Proteinstoffe nach 
den iilteren Methoden darbietet. 

Was die Pyrrolidinearbonsiiure betrifft, so habe ich schon 
in der ersten Mitthetlung hervorgehoben, dass sie wohl zu 
unterscheiden ist von den schlecht charakterisirten Produkten, 
welche Schtitzenberger aus Proteinstoffen durch Baryt er- 
hielt und Leuceine genannt hat. Dass die von ihm aufgestellte 
allgemeine Formel C,H,,.,NO, auf die Pyrrolidincarbonsiiure 
zutrifft, ist nur ein Zufall, denn das einfachste Leucein = soll 
nach Schiitzenberger die Formel C,H,NO, haben und kann 
demnach keine Carbonsiiure des Pyrrolidins sein. 

Ich glaube bei dieser Gelegenheit nicht mit meinem Ur- 
theil tiber die Arheiten Schiitzenberger s zuriickhalten zu 
sollen. Er hat zweifellos das Verdienst, gezeigt zu haben, 
dass die Zahl der aus den Proteinstoffen entstehenden Amino- 
siiuren viel grOsser ist, als man friiher annahm. Aber bei 
aller Anerkennung der grossen Miihe, welche er der Isolirung 
der Produkte gewidmet hat, kann man sich der Ueberzeugung 
nicht verschliessen, dass die von ihm verwandte Trennungs- 


methode sehr unvollkommen gewesen ist. Er hat sich auf 


iractionirte Krystallisation der Aminosiiuren aus Wasser und 
Alkohol beschriinkt, dass aber dadurch keine vollige Scheidung 


dieser Stoffe, welche in hohem Grade zur Bildung von Misch- 


1, Ber. d. deutsch. chem. Ges., 14, S. 1785. (1881. 
2; Diese Zeitschrift, Bd. IX, 5S. 63. (1885. 
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krystallen befiihigt sind, zu erreichen ist, wird jeder auf dieser) 
Gebiete bewanderte Beobachter zugeben. In Folge dessen sind 
die meisten von Schtitzenberger analysirten Priparate (e- 
mische gewesen, und seine Angaben tiber die Entstehung cep 
verschiedenen Aminosiiuren aus den Proteinstoffen bediirfen in 
jedem Einzelfalle der Priifung. 

Auch bei diesen Versuchen habe ich mich der Hiilfe 
des Herrn Dr. O. Wolfes  erfreut, wofiir ich ihm besten 
Dank sage. 








Ueber den Kupfergehalt der Cephalopodenleber. 
Von 
M. Henze. 


Mittheilung aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der zoologischen Station 
zu Neapel.) 


Der Redaction zugegangen am 10. August 1901.) 


Kine grosse Anzahl von Untersuchungen haben den 
constanten und im Vergleich zu anderen Organen hohen Ejisen- 
cehalt der Wirbelthierleber festgestellt. Im Verein mit rein 
physiologischen und pathologischen Erfahrungen, es sei nur 
an die Schwankungen des Eisengehaltes bei pernicidser Aniaimie 
erinnert, fiihrte diese Thatsache zu dem Schluss, dass man in 
der Leber den Ort fiir den Zerfall des Blutfarbstoffes resp. ein 
Depot fiir das zur Bildung desselben nothwendige Eisen zu 
<chen habe. Besonders scheinen nucleinartige Korper, welche 
das Eisen ausserordentlich festgebunden halten, die Mutter- 
<ubstanzen dafiir zu sein. Ich erwiihne z. B. das Himatogen 
Bunge s und das Hepatin Zaleski s. 

Auch eine andere wichtige Erscheinung. stiitzt diese 
Vermuthung. Wir wissen, dass die Leber die Bildungsstiitte 
der specifischen Gallenfarbstoffe ist. Die Abstammung dieser 
Pigmente vom Hiimatin ist auf rein chemischem Wege zweifellos 
‘estgestellt worden und wird immer klarer werden, je weiter 
unsere Kenntnisse iiber die chemische Constitution des Hiimatins 
lortschreiten, wozu in letzter Zeit wieder die schénen Arbeiten 
von Kiister und von M. Nencki beigetragen haben. 

Von diesen Voraussetzungen ausgehend, suchte ich der 
Hrage niiher zu treten, ob auch bei Thieren, deren Blut kein 
Himoglobin, also kein Eisen enthiilt, ein dhnlicher Zusammen- 
hang zwischen Leber und Blut zu finden sei. 

Am geeignetsten schienen hierzu die Cephalopoden 


. a fata ; : ; ee Q°- 
pe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XX XIII. = 
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(Octopus, Eledone, Sepia). Thr Blut ist absolut eisenfrei und 
enthilt als einzigen Eiweisskorper das kupferhaltige Hiimocyanin. 

Die grosse Mitteldarmdriise der Mollusken wird gewohniich 
als Leber bezeichnet, obwohl sie nicht schlechtweg der Leber 
hoherer Thiere an die Seite zu stellen ist. Wir kennen sie 
z. B. als den Triiger verschiedener Enzyme, was ihre Fune- 
tion als Verdauungsdriise kennzeichnet und seinen Ausdruck 
in dem Namen «Hepatopankreas» gefunden hat. Griffiths!) 
sagt sogar von Octopus: «the liver is a true pancreas.» Aus 
verschiedenen Griinden, es sei z. Bb. nur auf eine neuere 
Arbeit von Biedermann und Moritz: Ueber die Function 
der sogenannten «Leber» der Mojlusken?) hingewiesen, kann 
man diesem radicalen Vorgehen wohl nicht ganz beistimmen. 

Kinen gewichtigen Grund gegen die Auffassung als Leber 
glaubt man in dem Fehlen der echten Gallenpigmente in der 
Molluskenleber zu sehen. Die gebriiuchlichen Reagentien auf 
silirubin oder Biliverdin versagen. Mir scheint diese Thatsache 
gar nicht so wunderbar, da man den chemischen Zusammen- 
hang zwischen Hiimatin und Gallenpigment kennt. Wir konnen 
nicht erwarten, dass z. b. aus Hamocvanin Pigmente hervor- 
gehen, die genau die gleichen chemischen Reactionen geben, 
wie die aus dem Hiimoglobin entstehenden echten Gallenfarbstotie. 

Khe ich meine eigenen beobachtungen anfiihre, ist noch 
eine Arbeit von Dastre und Floresco?) zu erwithnen, dic 
bereits einiges Licht iiber die oben gestellte Frage verbreitet 
hat. Freilich kann ich mich der Meinung dieser Autoren nicht 
ohne Weiteres anschliessen. 

Genannte Forscher haben in der Leber’ verschiedener 
Evertebraten, speciell auch von Cephalopoden, einen constanten 
Kisengehalt festgestellt. Das Ergebniss ihrer Untersuchung 
begriindet die Annahme einer sogenannten «fonction martiule 
du foie», d. h. sie glauben, dass der Eisengehalt der Leber 
wenigstens zum ‘Theil dazu bestimmt sei, die Oxydatious- 


1) Proceed. R. Soe. Edinburgh. 13. 120. 
2) Pfliiger’s Archiv, Bd. 73, S. 1, 1899. 
Dastre et Floresco, Fonction martiale du foie chez tous [es 
animaux, Arch. d. Physiol., Bd. 10, S. 176, 1898. 

















Ueber den Kupfergehalt der Cephalopodenleber. 419 


yvorgiinge in diesem Organe zu bewirken. Nach ihrer Hypothese 
ist es unrichtig, die alleinige «fonction hématolique», also die 
Beziehung zwischen Leber und Blutfarbstoff aufrecht zu er- 
halten und zu sagen: «Le fer est dans le foie par le sang et 
pour le sang.» Die Hauptstiitze erfihrt ihre Theorie dadurch, 
dass es ihnen nicht gelang, Kupfer in der Leber der Everte- 


braten nachzuweisen, was sie zu dem Schluss fiihrt: «Cette 
fonction nest pas relative & Phématolyse. Le métal du_ foie 
est indépendant du pigment métallique du sang. » 

Wenn man nun zweifellos Eisen in der Leber der Everte- 
braten findet und darauf die ebengenannte Theorie griinden 
kann. so ist es jedenfalls unrichtig, zu behaupten, der Metall- 
cehalt der Leber sei unabhiingig vom Blutfarbstoff. 

Nachdem ich mich durch mehrere rein qualitative Ver- 
suche Uberzeugt hatte, dass der Kupfergehalt der Leber von 
Octopus, Eledone, Sepia ganz unverkennbar ist, habe ich auch 
einige quantitative Bestimmungen gemacht. Das Verfahren 
war foleendes: Die Thiere wurden verblutet. Das Blut diente 
zu speciellen Untersuchungen. Zweimal wurde auch vor Ent- 
fernung der Leber das ganze Blutgefasssystem durch Seewasser 
ausgespilt. Die Leber wurde sauber heraus_ priiparirt, der 
Tintenbeutel entfernt, und hierauf bei 110° bis zur Gewichts- 
coustanz getrocknet. Nach vorsichtiger Veraschung unter 
mehrfacher Befeuchtung der Asche mit concentrirter HNO, 
ging der Riickstand durch Salzsiiure vollig in Losung. Durch 
Abdampten auf dem Wasserbad wurde die iiberschiissige 
Salzsiure entfernt und nun in die noch saure Losung Schwefel- 
wasserstoff eingeleitet. Das gefillte Kupfersulfid wurde schliess- 
lich gegliiht und als CuO resp. als Cu,S +. CuO gewogen. 
Zur Kontrolle liste ich auch, wenn die Menge hinreichend 
war, nochmals in Salzsiiure und bestimmte das Kupfer als 
CuO nach vorangegangener Fiillung mit reiner Natronlauge. 

Resultate: 
1. Leber von Octopus. 
Frischgewicht 112 g. 
Trockengewicht 36 g. 


- 


Gefunden CuO = 0,5443 g, entsprechend 0.2742 g Cu. 


”) 
gv? 
Auf Trockengewicht bezogener Kupfergehalt 0,762° » 








M. Henze. 



























2. Leber von Octopus. 
Frischgewicht 27.6 g. 
Trockengewicht 7,6 g. 
Gefunden CuO == 0,0564 g, entsprechend 0.0450 g Cu. 
Auf Trockengewicht bezogener Kupfergehalt 0,59 ° o. 


3. Leber von Eledone. 
Frischgewicht 35.2 g. 
Trockengewicht 12,7 g. 


Gefunden CuQ = 0,0300 g, entsprechend 0.0240 g Cu. 
Auf Trockengewicht bezogener Kupfergehalt 0,19 °». 


4. Leber von Sepia officinalis. 
Frischgewicht von 3 Lebern’? (fehlt) 
Trockengewicht 3,1128 g. 
Gefunden CuO = 0,0357 g, entsprechend 0,0285 ¢ Cu. 
Auf Trockengewicht bezogener Kupfergehalt 0,32 °. 

Zur Bestimmung des Eisens, was durch Titration mii 
Permanganat geschah, wurde das Filtrat vom = Kupfersulfid- 
niederschlag eingedampft und die Salzsiiure durch Schwefel- 
siiture vertrieben. Zur Reduction des Eisens zu Oxydulsalz 
diente eisenfreies Zink. Ich fand einmal 0,032°/0, das andere 
Mal 0,076°% 0. Diese Zahlen stimmen mit der von Dastre 
und Floresco angegebenen Durchschnittszahl 0.052 ° 0 gut 
liberein. 

Der Kupfergehalt der Cephalopodenleber ist) denimach 
rund zehnmal so gross wie der Eisengehalt. 

Die weitere Frage war nun: Woran ist das Wupier 
sebunden und in welcher Form ist es vorhanden? Wenn die 
folgenden Mittheilungen auch mehr den Charakter von Vor- 
studien an sich tragen, da ich dieselben einstweilen abbrechen 
musste, so liisst sich doch schon Einiges mit Sicherheit sagen. 

Durch die Arbeiten Dastre’s und Floresco ’s!) kennen 
wir zwei verschiedene Leberpigmente von Octopus:*) | bin 


1) Pigments hépatiques chez les invertébrés. Arch. de Phys. 10 
289, 1898. 

2) Die folgenden Beobachtungen beziehen sich simmtlich 
Leber von Octopus vulgaris. 


= 








Ueber den Kupfergehalt der Cephalopodenleber. 421 





wasserlésliches  eisenhaltiges Pigment, «pigment aqueux, 
ferrugineux, ferrine,» und ein wasserunldésliches, wohl aber 
in Chloroform und anderen organischen Solventien lisliches 
Pigment, «pigment chloroformique oder pigment chlorophylloide 
ou xanthophylloide» genannt. Das letztere liefert ein Absorptions- 
spectrum, das erste dagegen nicht. Mittheilungen iiber das 
pigment xanthophylloide, namentlich in optischer Hinsicht, sind 
auch schon friiher von anderen Autoren, ich erwiihne nur 
Mac Munn, gemacht worden. 

Ich suchte nun zuniichst festzustellen, ob nicht doch eines 
der Pigmente kupferhaltig sei, gleichzeitig aber suchte ich nach 
kupferfiihrenden Eiweisskorpern. Es schien mir nicht unmdg- 
lich, dass sich kupferhaltige Nucleoproteide unter den Eiweiss- 
kirpern der Leber finden liessen. Bei den Versuchen, diese 
KiweisskOrper zu isoliren, bin ich auf Schwierigkeiten gestossen, 
die iiberdies durch die hohe Sommertemperatur in Neapel 
vergrossert wurden. Auch ist das Organ so stark fetthaltig, 
dass es mir einstweilen nicht gegliickt ist, die Proteide in 
reinem nativen Zustande zu erhalten. Ich iibergehe deshaib 
hier die diesbeziiglichen Versuche und Beobachtungen. 

Um der obengenannten Frage niher zu kommen, habe ich 
mich schliesslich begniigt, einstweilen wie folgt zu verfahren: 

Die sofort nach dem Tode des Thieres herausgenommene 
Leber wurde mit dem Morserpistill zerquetscht, der Brei in 
Leinwand eingeschlagen und unter Wasser oder bei anderen 
Versuchen unter 1°/oiger Kochsalzloésung geknetet. Die neu- 
trale, briiunliche, tribe Fliissigkeit filtrirte selbst durch mehr- 
fache Lagen Filtrirpapier ohne Klirung aber ohne nennens- 
werthen Riickstand. Die geniigend verdiinnte Fliissigkeit wurde 
hierauf erhitzt, um die Eiweisskérper zu coaguliren. Nach dem 
Erkalten und Abfiltriren erhilt man ein klares schwiirzlich- 
grines Filtrat. Das Eiweisscoagulum wurde gut mit Wasser 
gewaschen, zu dem Zwecke mehrfach vom Filter genommen 
und in Wasser suspendirt, um schliesslich mit Alkohol und 
Aether nachgewaschen zu werden. Die letzteren Losungsmittel 
lirben sich sofort  briiunlichgelb durch das pigment chloro- 
iormique, welches mitsammt dem Fett durch die coagulirenden 
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Eiweisskorper niedergerissen wird. Zuletzt wurde im Soxleth.- 
apparat erschOpfend mit Aether extrahirt. 

Die qualitative Untersuchung lehrte, dass das so gereiniste 
Eiweiss stark phosphorhaltig, aber auch eisen- und besonders 
kupferhaltig war. Um einen ungefihren Anhalt tiber die vor- 
handene Kupfermenge zu haben, wurden zwei quantitative 
Analysen gemacht. Auf das bei 110° getrocknete Eiweiss be- 
zogen, erhielt ich einmal 0,42°/o Cu, das andere Mal 0,48°/o Cu, 
Der Eisengehalt betrug 0,32°/o. Ich verschweige nicht, dass 
das Eiweisscoagulum moglicher Weise unvollkommen yom so- 
genannten wiisserigen Pigment befreit sein konnte. Der hohe 
Kupfergehalt, der sogar noch etwas hoher als der des Hiimo- 
cyanins!) ist, liisst sich jedoch nicht lediglich auf eine Ver- 
unreinigung zuriickfiihren, sodass ich sicher bin, es werden 
sich wohl charakterisirte kupferhaltige Proteide, nach dem 
hohen Phosphorgehalt zu urtheilen, vielleicht Nucleoproteide, in 
der Leber auffinden lassen. 

Ich wandte meine Aufmerksamkeit nunmehr den_ beiden 
Pigmenten zu. Das chloroformlosliche Pigment (pigment xantho- 
phylloide) befand sich der Hauptmenge nach in den alkoholischen 
‘iitherischen Extracten des gefillten Eiweisses. Die Loésungen 
wurden auf dem Wasserbad langsam eingetrocknet und der 
Riickstand mit Aether extrahirt. Nachdem die Aetherlésung 
mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet worden war, wurde 
sie, die natiirlich ausser dem Pigment noch Fett und andere 
iitherlOsliche Korper enthielt, verdampft und der Rtickstand 
verascht. Es liess sich in der Asche nicht die geringste Menge 
von Kupfer oder Eisen auffinden. 

Anders das wasserlosliche Pigment. Nach Dastre und 
Floresco enthiilt dasselbe Eisen. Sie wiesen es dadurch 
nach, dass sie den wiasserigen Auszug der getrockneten Leber 
oder auch den bei der Verdauung des Organs mit Pepsin 
in Losung gehenden Antheil ohne Weiteres auf Eisen priiften. 
Ist diese Methode aber voOllig einwandfrei? Ist das nach- 
gewiesene Eisen auch wirklich dem Pigment, welches sich 


1) ef. M. Henze, Zur Kenntniss des Hiimocyanins, diese Zeitsch. 
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allerdings mit in der Losung befand, eigenthiimlich? Die Eisen- 
reaction kann doch ebensogut von gleichzeitig darin befind- 
lichen Eisensalzen, die eventuell erst secundiir entstanden 
sind, herriihren. 

Ich verfuhr folgendermassen: Das obengenannte, von dem 
Liweisscoagulum herriihrende Filtrat wurde schwach mit Essig- 
siure angesiuert. In den meisten Fiillen entstand dabei ein, 
wenn auch sehr geringer, Niederschlag. Derselbe léste sich 
leicht in schwach alkalischem Wasser und wurde durch An- 
siiuern aufs Neue gefillt. Diese Operation wurde mehrfach 
zur Reinigung wiederholt. Da zur quantitativen Analyse die 
Menge nicht ausreichte, musste ich mich vor der Hand damit 
begniigen, den Phosphor- und Eisengehalt qualitativ§ nachzu- 
weisen. Alles deutet auf das Vorliegen eines Nucleoproteids 
oder Nucleoalbumins. Hammarsten?!) hat z. B. auch aus 
dem Leberextract von Helix pomatia nach dem Aufkochen und 
der Coagulation des Eiweisses beim Ansiiuern ein Nucleo- 
proteid dargestellt. 

Die von dem durch Essigsiiure gefiillten Niederschlage 
befreite Fliissigkeit wurde nunmehr auf dem Wasserbad ein- 
geengt. Es schieden sich dabei meist noch geringe flockige 
Partikel ab. Die hinreichend concentrirte und dabei fast 
schwarz gefirbte Loésung wurde nunmehr mit absolutem Al- 
kohol versetzt (etwas mehr als dem gleichen Volumen). Es 
seukte sich dabei ein schwarzgrauer Niederschlag zu Boden, 
dessen Absitzen durch Centrifugiren erreicht wurde. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wurde nahezu farblos. Durch Wasser 
wurde der Bodensatz wieder in Lésung gebracht, von Neuem 
durch Alkohol gefillt und dieses Verfahren vielmals wiederholt. 
Auf diese Weise musste das Pigment zum groéssten Theil von 
anorganischen wasserlostichen Salzen befreit sein. Die letzten 
alkoholisch-wiisserigen Waschfliissigkeiten gaben z. B. keine 
nennenswerthe Reaction mit Silbernitrat. Zum Schluss wurde 
das Pigment mit Alkohol und Aether ausgewaschen. Getrocknet 
lost sich das Pigment nur schwierig und unvollkommen in 


1) Pfliiger’s Arch., 36, 373 (1885). 
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Wasser. Leichter gelingt dies durch verdiinnten Ammoniak. 
Im Exsiecator trocknet die Pigmentlésung langsam ein, oline 
Tendenz zur Krystallisation zu verrathen. 

Die Pigmentlésung zeigte keine Eiweissreaction. Verdiinnte 
Siiuren oder Alkalien gaben keine sichtbaren Veriinderungen, 
Concentrirte Salpetersiiure entfiirbte die schwarze Lésung bis 
zu einem schwachen Gelb. Wurde einige Zeit damit gekochit, 
so gab die Flissigkeit starke Phosphorsiiurereaction. Schwer- 
metallsalze erzeugten siimmtlich Niederschliige, wobei die 
Fliissigkeit entfiirbt wurde. 

Interessant ist nun, dass das Pigment nach dem Ver- 
aschen starke Reaction auf Kupfer und auf Phosphorsiiure gab. 
Eisen liess sich ebenfalls, wenn auch nur in untergeordneter 
Menge, nachweisen. Ich bin weit entfernt, zu behaupten, dass 
ich das Pigment durch die obengenannte Operation in reinem 
Zustande erhalten habe. Es scheiterte dies an seiner Wasser- 
léslichkeit, gelingt aber vielleicht durch die Darstellung geeigneter 
Salze. Es ist auch fraglich, ob man es mit einem constant 
zusammengesetzten Korper zu thun hat. Nach den folgenden 
analytischen Resultaten médchte man fast daran zweifeln. 

Jedes der analysirten Priaparate stammte von der Leber 
eines anderen Thieres und ist auf die obengenannte Weise 
dargestellt. Sie wurden bei 100° getrocknet. 


Pigment I. 
0.4275 g gaben CuO = 0,0190 g oder Cu = 0,0152 g. 
Demnach Kupfergehalt 3,55°/o. 


Pigment II. 
0.4865 g gaben CuO = 0,0473 g oder Cu = 0,0378 g. 


| oo a) 


Demnach Kupfergehalt 7.77°. 


Pigment III. 
0.1321 g gaben CuO = 0,0111 g oder Cu = 0,0089 


+] 5 
Demnach Kupfergehalt 6,71°/0. 


Pigment IV. 
0.2042 g gaben CuO = 0,0033 ¢ oder Cu — 0,0026 


t =) 


Demnach Kupfergehalt 1,29°/o. 


Ga 
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[m eine ungefiihre Anschauung iiber den Eisen- und 
Phosphorgehalt der Pigmente zu haben, lasse ich die betreffenden 
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Analysen, zu denen das Filtrat der CuS-Fiillung von Pigment II 
benutzt wurde, folgen: 

Das Filtrat wurde zuniichst unter Schwefelsiiurezusatz 
eingedampft, um die bei der Eisentitration stérende Salzsiiure 
zu entfernen. Die Phosphorséure wurde zuerst durch molyb- 
diinsaures Ammon abgeschieden, der Niederschlag in Ammoniak 
selist und mit Magnesiamischung gefillt. Gewogen wurde 
er als Mg,P.O,. 


Zur Titration von Fe verbraucht: 0,65 ccm. Permanganat (Titer 


0.1 Fe = 18.47 ccm.) d. 1. 0,0035 ¢ Fe. 
Folglich Eisengehalt von Pigment II: 0,72°/0. 
Gef. Mg,P,0, = 0,0821 g, entsprechend 0,0229 ¢ P. 


Folglich Phosphorgehalt von Pigment IL: 4,69°/o. 




























Ueber krystallisirtes Cyanhamoglobin. 
Von 


Dr. Rich. vy. Zeynek. 


(Aus dem Laboratorium fiir medicinische Chemie in Wien.) 


(Der Redaction zugegangen am 10. August 1901.) 


Die Frage tiber das Verhalten von Cyanverbindungen 
gegen Blutfarbstoff wurde schon vor etwa 35 Jahren von 
W. Preyer und bald nachher von Hoppe-Seyler untersucht. 
Obwohl seither mehrere Autoren diese Frage zum Gegenstande 
ihrer Studien gemacht haben, sind die Resultate derselben 
keineswegs feststehend, im Gegentheil, beinahe in jeder dies- 
beziiglichen Publication werden andere Anschauungen  yer- 
fochten. Leider sind aber fiir die letzteren zwingende Beweise 
nicht erbracht, sodass es trotz der mannigfachen Bemiihungen 
berechtigt erscheint, dass die Lehrbticher der physiologischen 
Chemie sich mit den kirzesten Hinweisen darauf begniigen, 
es seien Verbindungen des Cyans mit Blutfarbstoff beschriehen 
worden. Daher sei es mir gestattet, vor der Beschreibung 
meiner Versuche durch einen orientirenden Ueberblick fiir diese 
Frage zu interessiren. 

Als erster Beobachter theilte W. Preyer?) mit, dass 
das optische Verhalten von Oxvhiimoglobinlésungen — durch 
verdiinnte wiisserige Cyankalium- und Blauséurel6sungen in 
der Kilte nicht veriindert wird, dass dagegen beim Erwiirmen 
dieser Mischungen auf Korpertemperatur die Oxyvhiimoglolin- 
streifen verschwinden, an ihrer Stelle ein breites Absorptions- 


1) Kinwirkung des Cyankalium und der Blausiiure auf den iu 
farbstoff. Verbessert (nb. auf Grund einer Kritik Hoppe-Seyler 
abgedruckt aus dem Centralblatt f. d. med. Wissenschaften vom 13. Apri! 
1867 in W. Preyer, die Blausaure, 1868. 
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hand erscheint, jenem des sauerstofffreien Hamoglobins dhnlich, 
nur mehr dem Violett genahert. Von Hiémoglobinlésungen 
unterschied sich diese LoOsung auch noch durch ihre mehr 
velbrothe Farbe und ihre Resistenz gegen den Sauerstolf der 
Luft. welcher die Oxyhamoglobinstreifen nicht mehr hervor- 
rufen konnte. Schwefelammoniumzusatz gab auffallende Aende- 
rungen des Spectrums, aber triibe Flissigkeiten. Eine Loésung 
von Kohlenoxvdhimoglobin veranderte sich mit Blausiiure und 
verdinnten Cyankaliumlosungen, auf 40° erwarmt, nicht. 

In einer weiteren Arbeit beschreibt Preyer') eingehend 
die Spectralerscheinungen seines Blutfarbstoffderivates, er theilt 
ferner mit, dass es ihm gelungen ist, den aus Oxyhiimoglobin 
vom Hunde durch Blausiéureeinwirkung erhaltenen Korper 
krystallisirt darzustellen. Im trockenen Zustande ist derselbe 
eeruchlos; mit hdchst verdiinnter Phosphorsiure destillirt, 
liefert er Blausiure. 

In demselben Jahre erschien eine Mittheilung Hoppe- 
Sevler’s?) iiber eine unzweifelhafte Cyanwasserstoffverbindung 

mit den Himoglobinverbindungen in den Losungen des Meer- 
schweinchen- sowie des Hundeblutes». Die entstandenen 
Verbindungen schieden sich nach Zusatz von 3/4 Volumen 
Alkohol beim Abkiihlen unter O° in derselben Weise und in 
denselben Formen ab, als wire keine Blausiure zugegen. 
Die Krystalle sind jedoch blausiurehaltig, wie die Destillation 
mit verdiinnter Schwefelsiure ergab; ihr Blausiiuregehalt (iiber 
welchen aber keine Zahlenangaben mitgetheilt sind) verinderte 
sich beim Umkrystallisiren wie beim Trocknen mit der Luft- 
pumpe tuber Schwefelséure nicht. «Es ist diese Verbindung 
sogar bestindiger als die reinen Oxyhimoglobin- 
verbindungen ....» Als auffallend hebt Hoppe-Seyler 
hervor, dass 1. die Lichtabsorption eine deutliche Abweichung 
von jener der reinen OxyhimoglobinlOsungen nicht zeigte; 


2. die Blutkérperchen seibst die Blausiiure nicht in chemische 


1) Die Ursache der Giftigkeit des Cyankaliums und der Blausiure. 
Verbessert abgedruckt aus Virchow’s Archiv f. pathol. Anat. ete. vom 
». Sept. 1867 in W. Preyer, die Blausiure. 


-) Medicinisch-chemische Untersuchnugen. S. 206. 
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Verbindung aufzunehmen schienen, denn im Blute eines mi 


Blausiure getédteten Hundes war schon nach der Isoliruns Dy 
der Blutkorperchen in letzteren kaum eine Spur von Blausiiure : ; 
nachweisbar. Schwefelammon bewirkte die Bildung yop ; 
reducirtem Hamoglobin. Schliesslich stellt Hoppe die Angaben a % 
Preyer’s iiber das spectrale Verhalten seiner Substanz als 
nicht sicher hin und spricht die Vermuthung aus, dass hej : c 
dessen Versuchen in Folge einer Spaltung des Blutfarbstotts 
Cyanhiimatin gebildet worden sei. | 

Trotzdem diese Mittheilung Hoppe’s den Schluss aut » % 
die Existenz einer recht festen Verbindung von Blausiiure mit 
Blutfarbstoff erlaubt, scheint Hoppe-Seyler selbst in den = 4 


Inhalt dieser Mittheilung Zweifel gesetzt zu haben — midglicher - 4 
Weise erhielt er bei spiateren Versuchen diese cyanhaltige 
Verbindung nicht —, so dass er in seinem Lehrbuch!) you 
einer sehr lockeren Verbindung des Cyanwasserstoffs mit 
Oxyhimoglobin spricht und als fiir diese Verbindung charakteri- 
stisch hervorhebt, dass sie durch Wasserstoffsuperoxyd _ in 
Cyanhimatin und Eiweiss zerlegt werde, wihrend eine Oxy- 
himoglobinl6sung unveriindert bleibe. 

Krukenberg?) wiederum bestitigt Preyer’s Beobach- 
tungen iiber Bildung und Spectralverhalten des _ Blausiiure- 
hiimoglobins und hilt Hoppe’s Verbindung fiir nicht einheitlich. 
Krukenberg’s erster Verdacht, ein Zersetzungsprodukt erhalten 
zu haben oder vielleicht reducirtes Hiimoglobin, dessen Spectrum 
durch den Salzgehalt der Fliissigkeit etwas modificirt ware. 
erwies sich ihm als ungerechtfertigt. 

Jene Arbeiten, welche sich mit der Veriinderung yon 
Blutfarbstoff durch Dicyan®) beschiiftigten, kann ich hier tiber- 
gehen, da sie einander widersprechen, lediglich als Vorversuche 
aufzufassen sind und tiberdies zeigen, dass die Verbindung 
von Dicyan, iiber dessen Reinigung auch nichts angegeben !s1, 
mit Blutfarbstoff von st6renden Nebenreactionen begleitet wa! 


1) Physiologische Chemie, 1881, 8. 384. 
2) Zur Kenntniss der Hamoglobinderivate. Ref. im Jahresber. | 
Thierchemie, 1886, S. 111. 


3) Laschkewitsch 1868, Lankester 1869, Preyer 1871. 
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Hingegen schien eine schiéne Beobachtung R. Kobert’s 
geeignet, den Widerspruch in den Resultaten Hoppe-Seyler’s 
und Preyer s aufzuklaren. In einer Monographie’) hat Kobert 
beschrieben, dass das Methiimoglobin in Bezug auf sein Ver- 
halten gegen Blausdure in bemerkenswerthem Gegensatze stehe 
zum Oxvhiimoglobin wie zum reducirten Hamoglobin. Methiimo- 
clobinlbsungen werden durch diese schon bei Zimmertemperatur 
rasch veriindert, indem die braunen LOsungen sich roth farben: 
diese LOsungen zeigen ein vom Spectrum des Hiimoglobins 
wenlg verschiedenes Spectrum, niamlich nur einen’ breiten 
Streifen im Griinen. Es wird eingehend darauf hingewiesen, 
welehes Interesse dieses bisher unbekannte Blutfarbstoffderivat 
fiir den Gerichtsarzt beanspruche. Nach dem = Vor- und 
Schlussworte des Verfassers sollte durch seine Arbeit ein 
dunkles Gebiet der Toxicologie gekliirt werden; das Gleiche 
bezweckt wohl eine jiingst erschienene Publication desselben 
Autors.*) Kobert nennt vorliufig dieses Veriinderungsprodukt 
Cyanmethimoglobin, ohne Kenntniss seiner elementaren Zu- 
summensetzung; er fasst die Blausiiurewirkung auf das Met- 
hiimoglobin als eine Reduction auf und wiirde das entstehende 
Produkt am lebsten Hiimoglobin’) nennen, wenn es nicht beim 
Schitteln mit Luft unveriindert bliebe. Alkalische Methiimo- 
globinldsungen wurden durch Cyankalium in der gleichen Weise 
verandert. 

Kobert s Cyanmethiimoglobin wird als bestiindig gegen 
Schwefelammonium beschrieben, ferner gegen Fiiulniss bestindig 
bis zum Eintritt stinkender Fiiulniss, erwies sich dagegen als 
fast allen Einfliissen, welche das Methiimoglobin in Hiimatin 
oder Hiimochromogen umwandeln, in gleicher Weise unter- 

1} Veber Cyvanmethimoglobin und den Nachweis der Blausiiure, 
Stuttgart. F, Enke’s Verlag, 1891. 


*) Beitriige zur Kenntniss der Methimoglobine. Pfliiger’s Arch., 
bd. 82. S. 603. 

%) 3. 40 der Monographie: <Ich glaube nun, dass auch die Wir- 
ung der CNH auf Methb. nichts anderes ist als eine Reduction, 
nd ich wiirde das dabei entstehende Produkt am liebsten Hb nennen, 
ennoes nur beim Schiitteln mit Luft sich nicht ganz anders verhielte 


trl 


> Wb, d. h. wenn es nur in O,Hb iibergehen wiirde.» 
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worfen und dadurch als Himoglobinderivat charakterisirt. |) 
der zweiten citirten Schrift vertheidigt Kobert erfolgreich 
die Existenz seines «Cyanmethimoglobins» als Blutfarbstoff- 
derivat, nicht Spaltungsprodukt des Blutfarbstoffs, gegen die 
Angrilfe forensisch-chemischer Autoren, ohne neue Thatsachey 
bringen zu mussen. 


Die Kinwirkung von Blausiure auf Methiimoglobin, welctic 
eine in der That auffallende und elegante Reaction ist, schien 
mir eines eingehenden Studiums werth zu sein. Ich hoffte 
durch die Untersuchung dieses Reactionsproduktes zur Losung 
der Frage tiber den Unterschied zwischen Methaimoglobin und 
Oxvhiimoglobin beizutragen, andererseits schien es bei der 
geringen Zahl gut charakterisirter Blutfarbstoffderivate sicher 
von Interesse zu sein, ein neues darzustellen und zu studiren., 
Ich habe seiner Zeit!) die Vermuthung ausgesprochen, dass 
die Atomgruppen, welche an Stelle des beim Oxvhiimoglobin 
locker gebundenen Sauerstoffmolekiils sich an den Hiimoglohin- 
kern anhiingen, beim Methimoglobin zwei Hydroxylgruppen 
sein mogen. Fir diese Vermuthung spricht auch der dem 
Oxyhiimoglobin gegentiber stiirker saure Charakter des Met- 
hiimoglobins. Es liisst sich so die Umiinderung des Met- 
hiimoglobinspectrums beim Zusatze von Alkalien— erkliiren, 
indem der Wasserstoff dieser Hydroxylgruppen durch Metall er- 
setzt wiirde, und in gleicher Weise, stellte ich mir vor, konnte 
bei Einwirkung von Blausiure eine Ersetzung der Hydroxy!- 
gruppen durch Cyangruppen unter Wasserabspaltung eintreten. 

Ich habe vorerst eine Reihe orientirender Versuche an- 
gestellt, die mich tiberzeugten, dass thatsiichlich die Blausiiure. 
auch in concentrirten wiisserigen LOsungen verwendet, keine 
Hiimatin- oder Haimochromogenspaltung von Blutfarbstofflésungen 
bewirkt, dass dabei auch kein «Siurehiimoglobin»?) gebildet 


1) Vergl. Arch. f. Anat. u. Physiol., 1899. Physiol. Abth. S$. 460 
Neue Beobachtungen und Versuche iiber das Meth&aimoglobin, und seine 
Bildungsweise. Aus dem physiol.-chem. Institute zu Tiibingen. 
2) Vergl. E. Harnack, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVI.S. 00> 
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wird, dass ferner reine Hiimoglobinldsungen wie Kohlenoxyd- 
himoglobinldsungen in ihrem spectralen Verhalten durch Blau- 
siure bei Zimmertemperatur keine Verinderung im _ Laufe 
mehrerer Stunden erleiden. Himoglobinlisungen konnten in 
gugeschmolzenen Rohren mit blausiure sogar stundenlang auf 
10° erwiirmt werden, ohne eine Veriinderung zu erleiden, und 
blieben auch nach monatelangem Stehen im vollen Tageslichte 
unveriindert. 

Ox vhiimoglobinlésungen wurden bei mehrstiindigem Er- 
wiirmen mit Blausiure auf 40° in der Weise, wie es Preyer 
angegeben hat, verandert. Es entstand ein breiter Absorptions- 
streifen im Griinen, welcher beim Schiitteln der LOsung mit 
Luft bestehen blieb. Ich habe nun Hiimoglobinlésungen, welche 
mit Blausiiure behandelt waren, durch Schiitteln mit Luft in 
Qxyhiimoglobin verwandelt und dieses durch Zusatz von 1/1 
Volumen Weingeist unter 0° krystallisirt erhalten; die ge- 
wonnenen Krystalle wurden durch Centrifugiren von der 
Mutterlauge getrennt, in Wasser von 40° aufgeldst und aus 
dieser Losung nochmals krystallisirt, hierauf nach Entfernung 
der Mutterlauge unter Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure 
destillirt. Das Destillat erwies sich frei von Blausadure. In 
analoger Weise wurde nachgewiesen, dass reine Oxyhimoglobin- 
losungen, bei welchen nicht die geschilderte Spectralanderung 
erfolgt war, und Kohlenoxydlésungen keine blausaure aufnehmen. 

War dagegen in den Oxyhiémoglobinlésungen durch die 
blausiure, bei tagelangem Stehen derselben mit der Blausiure 
bei Zimmertemperatur, oder nach stundenlangem Erwérmen 
aul 40° schon eine Aenderung des Spectrums eingetreten, so 
liessen sich Blutfarbstoffkrystalle gewinnen, deren Losungen 
bei der Destillation ein blausiiurehaltiges Destillat gaben, ob- 
wohl die Krystalle selbst nicht den mindesten Geruch nach 
Cyanwasserstoff hatten. Diese Krystalle waren nicht ebenso 
leicht zu erhalten, wie die urspriinglichen Oxyhiimoglobin- 
krystalle: sie erwiesen sich als zerfliesslicher und schon zu 
ihrer Abscheidung bedurfte es einer tieferen Temperatur. 

Wenngleich also eine cyanhaltige Blutfarbstoffverbindung 
aul diese Weise zu gewinnen war, so mahnten die unsicheren 
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Resultate friiherer Autoren und Hoppe-Seyler’s Kritik zyp 
Vorsicht, diese Verbindung als einheitlich ohne eingehende 
Priifung nicht anzusehen. 

Eine glatte und rasche Blausiiureanlagerung erfolgt hin- 
gegen beim Zusammenbringen von Methimoglobin und Blau- 
siure, dabei tritt, wie ich mich wohl tiberzeugt habe, keine 
Gasentwicklung auf; man schien von vornherein berechtigt, 
nachdem jetzt das Methimoglobin als chemisches Individuum 
hinreichend charakterisirt ist, das gebildete Produkt als ein- 
heitlich anzusprechen. Eine concentrirte Lésung von Oxy- 
himoglobinkrystallen, welche bei lingerem Stehen im Eiskasten 
bekanntlich oft, sogar zum grésseren Theile, in Methiimoglobin 
verwandelt sind, gibt auf Blausiurezusatz den von Kobert 
beschriebenen Farbenumschlag in ausgezeichneter Weise. So 
ist wohl Hoppe’s erstes positives Resultat zu erkliéren, denn 
aus dieser methiimoglobinreichen LoOsung ist nunmehr ein Ge- 
misch von Oxyhimoglobin mit eyanhaltigem Blutfarbstotf in 
Krystallen zu erhalten. 

Nachdem durch diese Vorversuche eine gewisse Wabhir- 
scheinlichkeit geboten war, eine cyanhaltige Verbindung des 
Blutfarbstoffes in reinem Zustande gewinnen zu kénnen, wurde 
alsbald die Darstellung derselben in grosserer Menge versuchi. 

Als Ausgangsmaterial diente krystallisirtes Oxyhiimoglobin 
vom Pferde, welches sich hier relativ leicht in grosser Menge 
beschaffen lisst. Eine modglichst coneentrirte Lésung der 
Krystalle wurde mittels einer frisch bereiteten Lo6sung yon 
rothem Blutlaugensalz, welches durch Umkrystallisiren gereinig! 
war und dann zum Gebrauche im Dunkeln aufbewahrt wurde, 
versetzt, bis die vollstiindige Umwandlung in Methiimoglobin 
erzielt war. Aus dieser eingekiihlten Lo6sung wurde das Met- 
hiimoglobin durch etwa 20°/o kalten Weingeistes in der Weis 
abgeschieden, wie dies schon wiederholt beschrieben  ist.’) 
Die mit der Centrifuge von der Mutterlauge abgetrennten 
Krystalle wurden mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen, 1! 
der Regel ein- bis zweimal umkrystallisirt und nun mit eine 


») 


1) Vergl. u. A. Arch, f. Anat. u. Physiol. 1899, physiol. Abth, 5. #0 
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igen wisserigen Blausiiurelésung versetzt. Fast momentan 
vist sich der Krystallbrei auf den Zusatz der Blausiiure auf, 
cleichzeitig schlagt die rehbraune Farbe in eine Rothfiirbung 
um, welche bis auf einen Stich ins Gelbe der Farbe von Oxy- 
hiimoglobinldsungen gleichkommt. Das Spectrum dieser Losung 
besitzt nur ein breites Absorptionsband im Griinen. Die so 
ephaltene LoOsung wurde mit destillirtem Wasser soweit ver- 
diimnt, bis ihr Farbstoffgehalt 25—30°/5 betrug, und nach dem 
Finkiihlen mit 2/4 ihres Volumens auf 0° abgekiihlten Alkohols 
versetzt. Es bedurfte meist einer Temperatur von — 10°, um 
in 12 Tagen eine reichliche Ausscheidung mikroskopischer 
Krystalle zu erzielen. 

Wie beim Methimoglobin vom Pferde erhielt ich auch 
hier zweierlei Krystallformen; entweder lange Prismen, auf 
deren einem Ende hiufig eine stumpfe Pyramide aufgestelll 
war. Diese Krystalle waren in der Wirme leicht zerfliesslich, 
etwa jenen des Oxyhimoglobins vom Rinde vergleichbar. In 
wenigen Fallen, in welchen die Abscheidung der Krystalle viel 
langsamer erfolgt war, krystallisirte der Blutfarbstoff in Rhomben 
aus, Welche letzteren gegen die Wiirme wesentlich widerstands- 
filiger waren. Einen Grund, weswegen in einem Falle diese 
oder jene Krystallform auftrat, vermag ich nicht anzugeben; 
es sel hervorgehoben, dass die Krystalle jeder Darstellung ein- 
heitiich aussahen, dass ich ferner in einem Falle bei dem Um- 
krystallisiren der Prismen das <Auftreten der rhombischen 
Krystalle beobachtet habe. 

In jedem Falle wurde durch zwei- bis dreimaliges Um- 
krystallisiren erreicht, dass nach dem Abtrennen der Mutter- 
lauge mittels der Centrifuge eine nicht nach Blausiiure riechende 
Krystallmasse tibrig blieb, welche iiber Natronkalk und Schwefel- 
siiure im Vacuum getrocknet harte Krusten gab, die nun zu 
einem feinem Pulver verrieben und nochmals in gleicher Weise 
getrocknet wurden. 

Auf diese Weise wird ein braunrothes, vom trockenen Oxy- 
hamoglobin nicht unterscheidbares, geruchloses Pulver erhalten, 
welches in Wasser leicht lislich ist und als interessantesten Unter- 
schied vom urspriinglichen Methiimoglobin den zeigt, dass 

H \ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXIIL. 28 
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Alkalizusatz keine Aenderung des Spectrums hep- 
vorruft. 

Die gleiche Verbindung konnte aus alkalischen Methiino- 
globinlosungen durch Zusatz von Alkalicyaniden erhalten werden, 
nur gelang es ebensowenig, wie es aus irgend einer alkalischey 
Blutfarbstoffl6sung bisher gelungen ist, Krystalle von Blutfarh- 
stoff darzustellen. Selbstverstiindlich muss ein reines, nicht 
zersetztes Alkalicyanid zur Ausfiihrung dieser Reaction ver- 
wendet werden, da sonst begreiflicher Weise eine rasche Zer- 
setzung des Blutfarbstoffes eintritt. 

Obwohl die hier beschriebene Darstellung von Methiimo- 
globin ausgeht, modchte ich mir gleich den Vorschlag erlauben, 
den im Titel dieser Studie schon beniitzten Namen «Cyan- 
himoglobin» ftir den dargestellten Ko6rper an Stelle des 
provisorisch von Kobert!) verwendeten Namens Cyanmet- 
hiimoglobin zu verwenden, und hoffe, im Folgenden die He- 
rechtigung dieses Vorschlages zu erweisen. 

Wurde das im Vacuum getrocknete Pulver der Cyan- 
hiimoglobinkrystalle im Strome des trockenen Wasserstoffs au! 
1O5—110° zur Gewichtsconstanz erwiirmt, so erlitten 

1. 53,2060 ¢ Cyanhiimoglobin einen Gewichtsverlust yon 
O,188% g, entsprechend 5,877°/o, 

2. 11,1718 g Cyanhiimoglobin einer anderen Darstellung 
0.6546 g, entsprechend 5,860°/0. 

Diese beiden Werthe beziehen sich auf das aus den 
hygroskopischen Krystallnadeln gewonnene Pulver. Wesentlic! 
andere Werthe erhielt ich bei Jenem Pulver, welches aus de 
rhombischen Krystallen erhalten worden war. 

|. Bei 3,1727 g vacuumtrockenem Krystallpulver wurde 
ein Gewichtsverlust von 0,3323 g, entsprechend 10,474 


rs 


2. bei 3.3322 ¢ ein solcher von 0,3541 @, entsprechen: 
10,627° 0, gefunden. 

Es ist auffallend, dass gerade die haltbareren Kry-tale 
einen grésseren Gehalt an Krystallwasser aufwiesen, wiiliren! 


J) Monographie S. 14, «vorliufig, ohne dass mir ihre elemen' 
Zusammensetzung bekannt ist, als Cvanmethimoglobin bezeichnen \ 
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das Gegentheil zu erwarten gewesen war. Ich dachte, einer 
Vermuthung folgend, die vor mehreren Jahren Professor 
vy. Hiifner ausgesprochen, an ein etwaiges Vorhandensein von 
Krystallalkohol, konnte aber bei einer in zweckentsprechender 
Weise vorgenommenen Destillation im Destillate keinen Alkohol 
nachwelsen. 

Der Trockenverlust, welchen die Krystalle erleiden, ist 
aber nicht ausschliesslich Wasser; es entweicht vielmehr mit 
demselben eine kleine Menge von Blausiiure, vielleicht auch 
Cyangas. Um tiber die Correctur, welche fiir diese Bestimmungen 
anzubringen war, eine Vorstellung zu erhalten, wurde in einem 
Falle an das mit dem Krystallpulver beschickte Gefiiss ein 
Péligot'scher Absorptionsapparat angeschmolzen, in’ welchen 
Silbernitratlbsung kam. Nach mehrstiindigem Erhitzen des 
Trockengefiisses auf 110° im Wasserstoffstrome wurde der Silber- 
sung iiberschiissiges Ammoniak zugefiigt, nach dem Filtriren 
wurde das durch Salpetersiiure ausgefallte Cyansilber bestimmt. 

5.271 g Krystallpulver heferten 0,0190 g Cyansilber, resp. 
(0.0037 ¢ Cyan = 0,116°/o Cyan oder 0,120°/o Cyanwasserstoff. 

Nach Abzug etwa dieses Werthes wire der Trocken- 
verlust als Wasserverlust zu deuten. 

Kinen zweiten derartigen Versuch habe ich qualitativ 
durchgeftiihrt, um mit den tiberdestillirten Wassertropfen die 
blausiureproben anzustellen; sowohl die Berlinerblauprobe, 
wie die Rhodanprobe und die Probe mit Guajactinctur und 
Kupfersulfat fielen positiv aus. 

Es liegt in unseren Krystallen also zweifellos eine Cyan- 
verbindung des Blutfarbstoffes vor. Dass diese Verbindung, 
wie schon Hoppe-Seyler bei seinem Gemisch von Oxyhiimo- 
globin mit Cyanhiimoglobin betont hat, eine recht innige ist, 
ergibt sich auch daraus, dass das Vacuum selbst bei anhaltendem 
Erwiirmen solcher Liésungen auf 40° trotz des lebhaften Siedens 
derselben nicht die mindeste Abspaltung von Cyanwasserstoff 
erzielt. Unter normalem Luftdruck destillirt, gibt hingegen 
cine Cyanhimoglobinlésung ein blausiiurehaltiges Destillat. In 
einem Falle wurde die Bestimmung der abdestillirten Siiure 
durchgefiihrt und dabei ein unbedeutend grisserer Werth er- 
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halten, als der oben mitgetheilte, anlasslich der Bestimmung 
des Krystallwassers gefundene Werth. 

Diese beiden Versuche konnten natiirlich nur als orien- 
tirende Versuche gelten, da ein Theil des angelagerten Cyans, 
resp. des Cyanwasserstoffs festgehalten sein konnte, vielleicht 
auch bei der hohen Temperatur veriindert worden sein mochte 
zu einer nicht mehr fliichtigen Verbindung. Um das ganze 
angelagerte Cyan zu erhalten, habe ich mehrere vergebliche 
Versuche gemacht, die darauf ausgingen, dasselbe als Berliner- 
blau oder als Cyansilber nach dem Zerkochen des Cyanhiimo- 
globins mit Laugen zu gewinnen. Schliesslich verwendete ich 
die folgende Methode. 

In die wiisserige Losung des Cyanhiamoglobins wurde 
reichlich fein vertheiltes, gelbes Quecksilberoxvd eingetragen, 
unter allmi&hlichem Erwiirmen mehrere Stunden geriilirt. 
Man konnte annehmen, auf diese Weise das ganze Cyan als 
Cyanquecksilber in LOsung zu bekommen. Nachdem der ganze 
Blutfarbstoff gefillt worden war, wurde noch einige Zeit auf 
dem Wasserbade erwirmt, hierauf  filtrirt und mit heissem, 
destillirtem Wasser das gebildete Quecksilbereyanid  ausze- 
waschen. Diese LOsung wurde auf dem Wasserbade eingecngt, 
in einer verschlossenen Flasche mit Schwefelwasserstoflgas 
zerlegt, hierauf wurde zur Entfernung des_ iiberschiissigen 
schwefelwasserstoffs eine salzsiiurefreie LOsung von Cadinium- 
nitrat zugefiigt und nach Ausfiillen des Schwefelwasserstolls 
wurde in eine verdiinnte Silbernitratlbsung filtrirt, der eine 
geringe Menge von Salpetersiiure zugesetzt war. Das so ge- 
fiillte Cyansilber wurde auf einem Ludwig’schen Glaswollfilier 
gesammelt und gewogen oder nach Rose im Porzellantiege! 
durch Wasserstoff in metallisches Silber verwandelt und als 
solches gewogen. 

Die ersten Versuche, die ich nach dieser Methode an- 
stellte, zeigten nicht unbetriichtliche Differenzen in ihren fe- 
sultaten. Ich wurde durch sie erst aufmerksam, wie schwier'lg 
es ist, die letzten Spuren des bei der Methiimoglobindarste!lung 
verwendeten Blutlaugensalzes durch Umkrystallisiren und folgenie 
anhaltende Dialyse zu entfernen. Ich habe daher bei (en 
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weiteren Versuchen stets eine Kontrollprobe mit Wasser ge- 
kocht. das Filtrat davon eingeengt und mit Quecksilberoxyd 
in derselben Weise behandelt, wie es oben beschrieben ist: 
der Cvangehalt, welcher dem noch an den Krystallen haftenden 
Blutlaugensalz entsprach, wurde durch die Wiigung des schliess- 
lich erhaltenen Cyansilbers ermittelt und von dem Gesammit- 
werthe abgezogen. Wiederholt tiberzeugte ich mich, dass 
meine Proben von Cyanhiimoglobin, welche zu den bestimmungen 
verwendet wurden, chlorfrei waren. 

Auf diese Weise gelangte ich zu den folgenden Resultaten: 

1. 200 ecm. einer LOsung, welche 6,022 ¢g trockenes 
Cyanhiimoglobin (prismatische Krystalle) enthielt (ihre Con- 
centration wurde durch Abdampfen einer Probe im Wasser- 
stoffstrome und Wigen des bei 110° getrockneten Riickstandes 
bestimmt) gaben 0.0525 g Cyansilber — 0,0102 g Cyan oder 
(169° 0. Die Kontrollprobe gab nur eine geringe Opalescenz, 
herriihrend von Cvyansilber, eine Bestimmung desselben wurde 
nicht versucht. 

2. 17,50 g trockenes Cyanhaémoglobin (prismatische Kry- 
stalle) gab 0,1533 ¢ Cyansilber, entsprechend 0,0298 g Cyan 
oder 0.17095. Auch hier war die Kontrollprobe beinahe negativ. 

3. Verwendet wurde eine Loésung der rhombischen Kry- 
stalle, die 16,263°/o trockenes Cyanhiimoglobin enthielt. Von 
dieser Losung gaben 88,02 g, entsprechend 14,315 @ Cyan- 
himoglobin, 01165 g metallisches Silber, welches aus dem 
Cyansilber durch Gliihen im Wasserstoffstrome nach Rose 
erhalten wurde, entsprechend 0,02811 g oder 0,196°/0 Cyan. 
Zur Kontrolilprobe wurden 80,96 g derselben Lésung (13,167 g 
Cyvanhimoglobin) verwendet: diese lieferten 0,0218 g me- 
tallisches Silber, entsprechend 0,0053 g oder 0,040°)o Cyan. 
Dem reinen Farbstoff kommen demnach 0,156°)o Cyan zu. 

t. Verwendet 170 ccm. einer Cyanhiimoglobinlésung, deren 
Concentration spectrophotometrisch mittels der im Folgenden 
mitgetheilten optischen Constanten bestimmt wurde. Die photo- 
metrische Untersuchung der auf das Hundertfache verdiinnten 
Losung, in der bekannten Weise durchgefiihrt, ergab fiir ein 
Hiifnersches Spectrophotometer 
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m = 59,16 € = 0,58035 — 4949 
gm’ = 63,58 e' = 0,70338 € nibs 

Aus € berechnet sich die Concentration der urspriinglichen 
Losung zu 10,62, aus e’ zu 10,66°/o, im Mittel 10,64. Die 
170 com. der Losung enthielten also 18,09 g Cyanhiimoglobin. 
Gewonnen wurde 0,1085 g metallisches Silber, entsprechend 
0.0261 g Cyan oder 0,144°/) Cyan. Eine gréssere Probe der 
gleichen Losung wurde mit Wasser gekocht und filtrirt. Das 
Filtrat gab auf Zusatz von Eisenchlorid keine Griinfiirbung, 

). 3,271 g wasserfreies Cyanhamoglobin aus vacuum- 
trockenen Krystallen (Prismen) gaben 0,0237 g > Cyvyansilber, 
entsprechend 0,0046 g Cyan oder 0,149°)o. Die Kontrollprobe 
fiel negativ aus. 

6. Da die Einwirkung von Cyanwasserstoff auf Methiimo- 
globinldsungen rasch erfolgt und bei Verwendung neutraler 
(nicht alkalischer) Methiimoglobinlésungen der Farbenumschlag 
der Losung ein sehr auffiilliger ist, tiberdies schon recht ge- 
ringe Mengen der tiberschiissig zugesetzten Blausiure sich dem 
Geruche verrathen, so habe ich zu einer Methamoglobinl6sung, 
deren Methimoglobingehalt ich kannte, eine verdtinnte Blau- 
siiure von bestimmtem Gehalte zugefiigt, bis die braune Farbe 
der Losung in ein reines Roth sich verwandelt hatte und bis 
eben ein leiser Geruch nach Blausiiure bestehen blieb. So 
wurden fiir 200 cem. einer 4,265°,oigen Methiimoglobinidsung 
9,22 ecm. Zehntelnormalcyanwasserstofflosung (4,6 ecm. einer 
1,134 % 410 N-L6sung) verbraucht, entsprechend einer Aul- 
nahme von 0,159°/o Cyan. 

Im Mittel dieser Versuche wurde also ein Cyangehalt von 
Q,158°/0 fiir das Cyanhimoglobin gefunden. 

Das Hiimoglobinmolekiil hat nach v. Hiifner’s maass- 
gebenden Bestimmungen ein Molekulargewicht von 16669; die 
mitgetheilten Cvanbestimmungen ergeben, dass von einem Met- 
hiimoglobinmolekiil nur ein einziges Molekiil Cyanwasserstoff resp. 
ein Cyanradical (—CN) aufgenommen wird. Es berechnet sich 
die Cyanaufnahme zu 0,156°/o Cyan gegen 0,138°/0 gefundenes 
Cyan. Es ist nicht zu iibersehen, dass die schéne Uebereinstim- 


s + 


mung nicht in der Genauigkeit der verwendeten Methode liegt. 
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Wenngleich unser Blutfarbstoffderivat hiermit als einheit- 
licher Kérper, namlich mit Riicksicht auf seine Krystallisirbar- 
keit, wie auf den constanten Cyangehalt gelten darf, so er- 
<chien es doch riathlich, zur weiteren Charakterisirung gleich die 
cenaue optische Untersuchung durchzuftihren, in Anbetracht der 
Wichtigkeit der photometrischen Untersuchungsmethode gerade 
fiir die Blutfarbstoffe. 

Es wurde schon bemerkt, dass die hellrothe Lésung des 
Cyanhiimoglobins fiir das unbewaffnete Auge einer Oxy- 
iiumoglobinlO6sung recht iihnlich sieht und sich von letzterer 
nur durch einen Schimmer ins Gelbe unterscheidet. Werden 
entsprechend verdtinnte Losungen durch ein Spectroskop be- 
trachtet, so ist neben einer starken Verdunkelung des blauen 
Spectraltheiles nur ein im Griinen gelegener, breiter Absorptions- 
-treifen zu sehen, jenem des reducirten Hiimoglobins nicht 
uniihnlich, aber mehr gegen das stirker lichtbrechende Ende 
des Spectrums zu gelegen als der letztere. Die dunkelste 
Stelle dieses Streifens liegt nicht in der Mitte des Streifens, 
sondern dem violetten Ende des Spectrums niiher. Anhaltendes 
Schiitteln mit Sauerstoff tindert das Aussehen und die Lage 
dieses Streifens nicht im Mindesten. 

Der auffiilligste Unterschied gegen das Methiimoglobin ist 
aber, dass das Spectrum des Cyanhiimoglobins keine augen- 
lillige Diflerenz zeigt, ob die neutrale oder durch iiberschiissigen 
(.vanwasserstoff saure LOsung oder eine Lésung nach Zusatz 
von so viel Alkali untersucht wird, dass durch letzteres noch 
keine Spaltung des Hiimoglobincomplexes  statthat. 

Zur Charakterisirung des Priiparates als eines einheit- 
lichen Korpers kann diese optische Untersuchung nicht geniigen: 
dagegen bewahrt in weitaus hOherem Maasse vor Irrthiimern die 
Untersuchung, wie die Lichtintensitiiten im Spectrum vertheilt sind. 

Kine genaue graphische Darstellung der Lichtvertheilung 
im Spectrum des Cyanhimoglobins behalte ich mir fiir eine 
besondere Abhandlung vor: hier soll das Untersuchungsergebniss 
iu nur zwei Spectralgegenden mitgetheilt werden, fiir welche 
lie Absorptionsverhiiltnisse des Hiimoglobins, des Oxyhiimo- 
fiobins, des Kohlenoxydhiimoglobins und des Methiimoglobins 
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in alkalischer Loésung bestimmt worden sind. Diese Spectral- 
regionen sind: 

1. Das Intervall zwischen den Wellenliingen 554 uu und 
569 uu, und 

2. das Intervall zwischen 531,5 uu und 542,5 uu. 

Die Beobachtungen geschahen mittels eines Htifner schen 
Spectrophotometers und in der Weise, wie v. Hiifner tnd 
seine Schiiler sie durchfithren:!) als Lichtquelle diente ein 
Auer scher Gasbrenner, die Weite des Collimatorspaltes betrig 
''4aomm. Die zur Photometrie nothige Verdiinnung der Losungen 
geschah stets mit einer 0,1°/oigen Sodalésung. In der folgenden 
Tabelle bedeutet ¢ die Concentration, €.y und e€‘.y die in den 
oben bezeichneten Spectralregionen gefundenen Extinctions- 
coefficienten, A.y und A‘, die entsprechenden Absorptions- 
verhiiltnisse. 
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Y.001660 9 0.90048 1.07062) 1.189 0.001843 0.001550 
O.OQO00580  OB1504 OBS404) 1.219 O.00L841 0.001510 | Lésung 
{0.50330 0.59866) 1.189 0.001856 0.001560 rhombischie! 
0000954 ) O5O0LS2 0.60522 1.207 O.00L86-4 0.001543 Krystalle 
ia oe 0,90008 Bor se L208 0.001829 0,00 1516, == Mittel aus 12 Bestin 
0.62750 0.74746 1.191 | 
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In der vorstehenden Tabelle weichen weder die mitge- 
theilten Absorptionsverhiltnisse wesentlich von einander ab, 


‘ 


noch zeigen die Quotienten der Extinctionscoefficienten —, die 
€ 


das Verhiiltniss bedeuten, in welchem die Lichtausléschungen 
in den beiden gewiihlten Spectralregionen zu einander stehen, 
cpissere Verschiedenheiten, als sie bei der Untersuchung 
anderer Blutfarbstoffe gefunden wurden. 

Es sei noch bemerkt, dass bei den einzelnen Darstellungen 
ein wechselnder Ueberschuss von blausiiure verwendet wurde, 
dass also ebenso, wie der Ueberschuss von Ferricyankalium 
bei der Bildung von Methiimoglobin, hier die tiberschiissig 
zugesetzte Blausiure wenigstens innerhalb gewisser Grenzen in 
ihrer Wirkung bei der Bildung eines einzigen Korpers Halt macht. 

Die mitgetheilten Constanten ermodglichen die spectro- 
photometrische Bestimmung, sowohl des Cyanhimoglobins 
alein, als auch neben anderen, optisch charakterisirten Blut- 
farbstoffen. Ein Vergleich dieser Constanten mit jenen des 
alkalischen Methiimoglobins zeigt jedoch, dass photometrische 
Bestimmungen dieser zwei blutfarbstoffe neben einander keiner 
erossen Genauigkeit fahig sind, falls die Untersuchung in den 
oben gewiihlten Spectralregionen durchgefiihrt wird. !) 

Hiitte Hoppe-Sevler seine «Cyanwasserstoffhiimoglobin- 
verbindung»?) mittels des Spectrophotometers priifen konnen, 
so wire es ihm sicher ein Leichtes gewesen, den Unterschied 
gegeniiber dem Oxvhiimoglobin zu constatiren. 


Die Einheitlichkeit des oben beschriebenen Blutfarbstoff- 
derivates wurde in ungeahnter Weise durch eine Mittheilung, 
welche J. Bock vor mehreren Jahren tiber Photomethiimo- 
globin?) gemacht hat, bestiitigt. Bock’ s schéne Entdeckung, dass 
Methiimoglobinlésungen am Lichte Veriinderungen ihrer Farbe 


1, Vergl. Arch, f. Anat. u. Physiol., physiol. Abth., ISH9. S. 464 
und Hiifner, Tabelle ebenda. 1900, S. 46. 
2) a. a. O., S. 207. 


skandin. Arch. f. Physiolgie, Bd. 6, 5. 299. 
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und ihrer Spectralerscheinungen erleiden und dass der dabei ent- 


stehende Korper krystallisirt erhalten werden kann, hat lebhaftes ft 
Interesse wachgerufen, umsomehr, als dieses Blutfarbstoffderivat | 
das einzige gegen Lichtwirkung nicht bestiindige zu sein schien, 


Ks gelang Bock, diesen Photomethimoglobin genannten Korper 
krystallisirt darzustellen und ihn als chemisches Individuum . 
zu Charakterisiren. 

bei meinen Versuchen iiber Photomethimoglobin fiel mir 
die Aehnlichkeit seines Spectrums mit dem des Cyanhiimoglobins 
auf. Ieh beobachtete, dass ersteres sich aus Methiimoglobin- po 
losungen nur dann bildet, wenn in der LOsung Ferricvankalium 7 
zugesetzt ist. Dass die Entfernung der letzten Spuren von 
Blutlaugensalz aus einer Losung von Methiimoglobin durchaus 
nicht leicht ist, wurde bereits mitgetheilt. Man kann bemerken, 
wie die Lichtwirkung auf das Methiimoglobin mit der allmiili- 
lichen Entfernung des Ferricvankaliums langsamer eintritt, 
schliesslich vollstiindig versehwindet. 

Kbensowenig wie das Spectrum reiner, blutlaugensalz- 
freier Methimoglobinl6sungen déndert sich bei der Insolation 
jenes von Loésungen, welche aus mittels Natriumnitrit —her- 
gestellten Methimoglobinkrystallen dargestellt worden sind oder 
von solchen Losungen, welche aus «spontan» gebildetem Met- 
hiimoglobin, wie es etwa bei liingerem Aufbewahren feuchiter 


Oxvhiimoglobinkrystalle entsteht — allerdings selten ganz tre! 
von Oxvhiimoglobin — zu erhalten sind. 


Setzt man letzteren zwei LOsungen etwas Ferricyankalium 
zu, so tritt nach kurzdauernder Einwirkung des Sonnenlichites 
die charakteristische Umwandlung von Farbe und Spectrum 
dieser LoOsungen ein. 

Ks gelang mir auch, dieses Photomethiimoglobin in mi- 
kroskopischen, nadelformigen Krystallen zu gewinnen. Dieselben 
wurden durch sorgsame Dialyse vom anhaftenden Blutlaugen- 
silze befreit und erwiesen sich als identisch mit dem he- 
schriebenen Cyanhimoglobin, 

B58 ¢, durch Wiigung des Trockenriickstandes einer ¢ 
dialysirten Losung von Photomethiimoglobinkrystallen bestimint, 
gaben nach dem Kochen mit Quecksilberoxvd und = schiies-- 
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ichem <Ausfiillen der erhaltenen Blausiiureldsung mit Silber- 
nitratldsung bei dem Gliihen des gewonnenen Cyansilbers nach 
Rose 0,0410 g metallisches Silber, entsprechend 0,0097 g Cyan 
oder O147°%o Cyan. 

Kine Lésung von Photomethimoglobin, mit kohlensaurem 
Calcium in reichlicher Menge versetzt und hierauf destillirt, 
sit ein blausadurehaltiges Destillat. 

Bei der photometrischen Untersuchung des Photomethiimo- 
lobins fand ich im Mittel aus drei Fiillen den Quotienten 


(yt 
r 


hs 1,201, ferner A.y = 0,001826 und A‘., = 0,001520;') 


\yoraus hervorgeht, dass das Photomethiimoglobin vom Pferde 
mit dem Cyanhiimoglobin vom Pferde optisch tibereinstimmt. 
Nach diesen Erfahrungen schien die Ursache, welche die 
Veriinderung des Methimoglobins in der Sonne bewirkt, leicht 
aullindbar zu sein; man musste erwarten, dass sie in einer 
durch das Licht hervorgerufenen blausiureabspaltung aus dem 
Ferricvankalium lege. Letztere ist auch nachweisbar. 

Reine, frisch bereitete LOsungen von gut umkrystallisirtem 
Ferricvankalium wurden etwa !/2 Stunde dem Sonnenlichte 
wusgesetzt, hierauf mit Weinsdure angesiiuert und nach Zusatz 
eines Ueberschusses von Calciumearbonat destillirt. Im Destillate 
less sich Blausiure sicher nachweisen. Ich habe diesen Ver- 
-uch mehrmals wiederholt und zur Kontrolle die nicht belichtete, 
irisch bereitete Losung des Ferricyankaliums mit Weinsiiure 
und hernach mit viel kohlensaurem Kalk versetzt und destillirt: 
bei dieser Kontrollprobe erwies sich das Destillat frei von 
Cyanwasserstoff. 

ks war Ubrigens bei den Versuchen, in welchen durch 
Lichtwirkung grdéssere Mengen von Cyanhiimoglobin dargestellt 
wurden, mir aufgefallen, dass die Lésungen nach mehreren 
Tagen einen deutlichen Geruch nach Blausiiure angenommen 
atten, 

Nach diesen Erfahrungen macht die Blausiiure eine Aus- 
nalme von den iibrigen Siiuren, deren Wirkung auf den Blutfarb- 


1, Aus Bock’s Curve fiir Photomethiimoglobin habe ich einen 


s grosseren QOuotienten berechnet. 
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stoff dahin geht, dass die Bindung zwischen dem farbgebendey 
Complexe desselben und dem Globin gelockert wird; wahrschejn- 
lich theilt sie ihre Indifferenz noch mit der Kohlensiéure.! 

Auf das (reducirte) Hiimoglobin selbst konnte ich iiher- 
haupt keine Blausiureeinwirkung erzielen:?) hingegen  }lie!| 
das Oxyhamoglobin nur in der Kiilte unveriindert, bei de 
Temperatur des Brutofens verinderte es sich, wenn nur gerinze 
Blausiuremengen zugesetzt waren, im Laufe einiger Stunde 
die Blutfarbstofflosung behielt zwar ihre schone, rothe Farbe. 
nimmt aber einen deutlichen gelben Schimmer an, wie schon 
Preyer’), der Entdecker dieser Umwandlung, beschrieben hat. 
und zeigt das Spectrum des Cyanhiimoglobins. — Dabe: 
war keine Gasentwicklung in der blutfarbstoffljsung zu beob- 
achten. 

Urspriinglich hatte Preyer den analogen Versuch mit 
Verwendung von Cyankalium statt der Blausiiure ausgefiihrt 
und die Kritik Hoppe-Seyler’s herausgefordert, dass durc}) 
die Alkaliwirkung eine Zerstorung des Blutfarbstoffs bewirkt 
werde. 

Verwendet man eine etwa 1/2°/oige Blausiiure, so tril! 
jedenfalls keine Hiimatinspaltung ein und es gelang. reliti 
leicht, nach dem Abkiihlen der Losungen auf folgenden Wein- 
geistzusatz Krystalle (und zwar immer mikroskopische Nadeln 
zu. gewinnen. Prever berichtet von Triibungen, welche yor- 
her durch Filtriren beseitigt werden mussten: ich habe dabe 
nie solche beobachtet. Es liegt nicht der mindeste Grund yor. 
an eine weitergehende Zersetzung des Blutfarbstoffs durch der 
Cyanwasserstoff zu denken. 

Ks ist mir nicht gelungen, einen Unterschied zwische' 
den auf diese Weise erhaltenen Krystallen und der Verbindunyz. 


1) Vergl. Hiifner, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1894, physiol. A! 
s, 133. 

2) Es sei wiederum betont, dass man sich bei solehen Vers 
von der villigen Abwesenheit des locker gebundenen Saverstofis 
zeugen mnuss, da die Anwesenheit des sogenannten Reductionsban 
Spectrum keineswegs die Gegenwart von Oxyhamoglobin ausschli 


3) Die Blutkrvstalle 1871. 5. 153 —155. 
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welche aus Methiimoglodin mittels Blausiiure erhalten worden 
i-t. zu finden. Eine Cyanbestimmung, durchgefiihrt mit einer 
Lisung der feuchten Krystalle, ergab den erwarteten Cyan- 
werth, auch die photometrischen Versuche gaben die gewiinschte 
Uebereinstimmung. Da auf diese Methode das Cyanhiaimoglobin 
am leichtesten rein darstellbar ist, will ich das so erhaltene 
Produkt als Ausgangsmaterial fiir weitere Versuche verwenden 
und theile beilaufig diese Bestatigung der Prever’schen Versuche, 
insoweit sie Blausiiure und nicht Alkalicvanide betreffen, mit. 

Nachdem die beiden Sauerstoffhiimoglobine, das Oxy- 
hiimoglobin und das Methiimoglobin, sich fiihig erwiesen haben, 
nur eine Cyangruppe auf ein Molekiil des Blutfarbstoffes auf- 
zunehmen, untersuchte ich, ob etwa das reducirte Hiimoglobin 
in der Lage sei, die doppelte Cyanmenge aus Cyangas fest- 
zuhalten. 

Urspriinglich von der Vorstellung ausgehend, zwei hypo- 
thetische Hydroxylgruppen?) seien im Methiimoglobin zum Aus- 
tausche gegen Cyan bereit, hoffte ich direkt aus Hiimoglobin 
die Verbindung Hb = (CN), zu erhalten (Hb als Symbol des 
Hiimoglobinkernes). 

Zur Durchfiihrung dieses Versuches wurde einerseits 
eine gréssere Menge Oxvhimoglobin vom Pferde, in Wasser 
suspendirt, in einem dickwandigen, verschlossenen Kolben zur 
Aulzehrung des Sauerstoffes liingere Zeit sich tberlassen und 
nach der vollstindigen Reduction evacuirt. Andererseits be- 
reitete ich mir Cyangas aus scharf getrocknetem Quecksilber- 
cyanid und bewahrte dieses in einem trockenen Gasometer 
liber Quecksilber auf. 

beim Einleiten des Cyangases auf das Hiimoglobin blieb 
dessen Lésung Anfangs unveriindert: erst allmiihlich, etwa in 
einer Viertelstunde, begann die Umwandlung der Purpurfarbe 
in ein helles Roth und durch spectroskopische Beobachtung 
liess sich die Bildung von Cyanhiimoglobin vermuthen. Wird 
der Ueberschuss des Cyangases, nachdem diese Farbumwandlung 
durch Auspumpen entfernt, so blieb 


vor sich gegangen ist, 


1) Vergl. Du Bois’ Arch. 1899. S. 486. 
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die bBlutfarbstoffl6sung auch bei nachfolgendem Zutritt yo) 
Luft klar; bei liingerem Verweilen des Cyangases in de, 
Losung tritt jedoch bald eine Triibung derselben ein, raschye) 
noch, wenn gleichzeitig Luft hinzutritt. Schliesslich  setzt,. 
sich in der Losung ein reichlicher Niederschlag ab. Ob der- 
selbe durch eine dem Dicyan anhaftende Verunreinigung ode: 
durch Zersetzung desselben entsteht, vermochte ich nicht zy 
entscheiden. 

Die nach der Entfernung des tiberschtissig zugesetztey 
Cyangases klar gebliebene Fliissigkeit gab in einigen Fiilley 
nach gutem Einktihlen und aut Zusatz von ‘/4 ihres Volumens 
starkem Weingeiste recht zerfliessliche, rothe Krystallniidelchen, 
welche mit der Centrifuge von der Mutterlauge getrennt, jibe: 
Schwetfelsiiture und Natronkalk im luftverdiinnten Raume ¢e- 
trocknet wurden. 

Der Krystallwassergehalt der Priiparate ergab sich iy 
einem Falle zu etwa 5, in einem zweiten Falle zu etwa 7° 

4.6958 ¢@ der trockenen Krystalle gaben nach der friiher 
beschriebenen Methode der “Cyanbestimmung mittels Queck- 
silberoxyd 

0,0334 @ Cyansilber = 0,0065 g¢ Cyan oder 0,138 °/ 9 Cyan. 

Die photometrische Untersuchung gab im Mittel aus drei 
Bestimmungen: A = 0,001832, A‘ = 0,001516, © re » == 1.208, 

) ? € AS 
also die gleichen Werthe, wie sie fiir Cyanhimoglobin aus 
Ferricyankalium erhalten worden sind. 

I's diirfte daher wohl keinem Anstande unterliegen, dieses 
Blutfarbstoffderivat als identisch mit dem = Cyanhiimoglobin 
genannten Korper zu erkliren, Es sei noch erwiihnt, diss 
diese Blutfarbstoffldsungen nach dem Evacuiren deutlich mac: 
Blausiiure rochen. 

Kohlenoxvd- und Stickoxydhiimoglobinlésungen, — tibet 
Quecksilber mit Cyangas gesiittigt, zeigten keine Einwirkung. 
auch keine Aenderungen ihrer Spectra; Oxvhiimoglobinlosunger 
gaben eine reichliche Gasentwicklung, behielten aber zwe! 
Absorptionsstreifen im Spectrum und verwandelten sich erst mac! 
folgendem Evacuiren in Cyanhiimoglobin, welches auch krystil- 
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lisirt aus diesen Loésungen erhalten werden konnte, wahrend 
die gleiche Behandlung von Kohlenoxydhiimoglobin — Siittigen 
mit Cyangas und nachheriges Auspumpen — kein einheitliches 
Produkt zu hefern schien. 

Bei dem hohen Absorptionscoefficienten wiisseriger LO- 
sungen ftir Cyangas erscheint leider eine Messung der in 
Reaction tretenden Gasmenge so gut wie ausgeschlossen. 

Da diese differenten Darstellungsweisen immer den gleichen 
Kirper ergaben, da ferner in der Litteratur keine irgendwie 
verliissliche Angabe vorhanden ist, dass ein anderes als das 
oben beschriebene Cyanderivat des Blutfarbstoffs dargestellt 
ist, so glaube ich, dass der Name Cyanhiimoglobin diesem 
gweckmiissig zukommen kann. 

Khe wir mit Erfolg versuchen kénnen, diese Anlagerung 
der Blausiiure resp. des Cyans dureh eine Formel darzustellen, 
muss erst die Vorfrage nach der Constitution des Methiimo- 
clobins gelést sein, da die rasche Anlagerung der Blausiiure 
un das letztere wieder einen wichtigen Unterschied zwischen 
Methiimoglobin und Oxvhiimoglobin bedeutet. Daher sind wir 
vorderhand nur in der Lage, die verschiedenen Moglichkeiten 
zu erortern: viele kGnnen es wohl nicht sein nach den mannig- 
fachen Details, welche wir tiber beide Korper kennen. 

Vor etwa zwei Jahren?) wurde im Hinblick auf die Los- 
trennung des gesammten, molekular gebundenen Oxyhiimo- 
globinsauerstoffs bei der mittels Ferricyankalium erfolgenden 
Methimoglobinbildung die Vermuthung ausgesprochen, dass die 
Atomgruppen, welche an die Stelle des Sauerstoffmolekiils ein- 
treten, zwei, natirlich einander gleichwerthige Hydroxylgruppen 
sein mogen. 

lhre Stiitze fand diese Ansicht in dem entschieden sauren 
Charakter des Methiimoglobins, der sich augenfiillig durch die 
Verschiedenheit des Methiimoglobinspectrums in neutraler (resp. 
saurer) und alkalischer Fliissigkeit erweist. Was nun letzteren 
Unterschied bei saurer und bei alkalischer Reaction bewirkt, 
muss im Cyanhiimoglobin verschwunden sein. Wiren nun 
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zwei einander gleichwerthige Hydroxylgruppen im Met- 
hiimoglobin vorhanden, so miissten an ihrer Stelle auch zywej 
Cyangruppen eintreten, bis der auffallende Saiurecharakter yep. 
schwunden. ist. 


Auffaliend ist die Festigkeit, mit welcher das Cyan. im 
Cyanhimoglobin gebunden ist. Aus den Losungen yermag 
weder das Vacuum noch anhaltendes Durehleiten indifferentey 
Gase, selbst bei gleichzeitigem Erwirmen auf 40°, das Cyan 
herauszureissen; auch auf die trockene Verbindung wirkt das 
Vacuum bis zur Temperatur von 40° nicht ein. 

Andererseits verleiht der Eintritt dieser Cyangruppe dem 
Blutfarbstoffmolektil selbst eine Resistenz, welche in mancher 
Hinsicht grésser zu sein scheint als jene, welche durch die 
Kohlenoxydgruppe im Kohlenoxydhiimoglobin bewirkt ist. Man 
kann Cyanhamoglobinlésungen tagelang ohne Schutz vor dem 
Z7utritt von Bakterien bet Zimmertemperatur der Luft aus- 
setzen, ohne eine Veriinderung wahrnehmen zu kénnen. — Erst 
nach wochenlangem Stehen solcher Losungen, unter fort- 
withrendem Ersatz des verdunsteten Wassers, konnte ich dias 
Auftreten von Faulniss und dann die Umwandlung in reducirtes 
Hiimoglobin beobachten, welches, an der Luft geschiittelt, in 
Oxvhimoglobin tiberging. besonders auffallend erschien mir, 
dass geringe Mengen von Hydrazinhydrat sich ganz unwirksain 
erwiesen, ebenso verdtinnte LOsungen von Hydroxylaminsulfa, 
welche mit tiberschiissigem Natriumearbonat versetzt waren. 
Kin betrachtlicher Zusatz von Hydrazinhydrat bewirkt eine tic!- 
eehende Zerstorung unter Bildung hellgriiner Fliissigkeiten, cic 
nicht beim Hiimochromogen halt macht. ') 

Kine glatte Ritckverwandlung des Cyanhimoglobins in 
Hiimoglobin ist durch Schwefelwasserstoffgas zu erreichen beim 
Kinleiten dieses Gases in eine von absorbirtem Sauerstoff yol- 


1) Vergl. Hiifmer, Arch. f. An. u. Physiol., physiol. Abth., 1900, 
5. 498. 








7 hd \- ‘ ** . A? 
Ueber krystallisirtes Cyanhaimoglobin. 449 





kommen freie Losung des Cyanhaimoglobins. Will man aus 
dieser Fliissigkeit Oxyhamoglobin gewinnen, so muss aus ihr, 
che man Sauerstoff zustrOmen liisst, auf das Sorgsamste 
der Schwefelwasserstoff entfernt werden, in der gleichen Weise, 
wie bei der Rtickverwandlung des Methimoglobins in Oxy- 
limoglobin. 

Auf Zusatz von Mineralsiiuren tritt rasch eine Braun- 
tirbung der rothen Cyanhiimoglobinlésung ein, welche auch 
auf weiteren Zusatz von Blausiiure nicht verschwindet: aus 
concentrirten Losungen fillt ein brauner Niederschlag, der in 
Laugen gelést auf weiteren Zusatz von Hydrazinhydrat das 
typische Hiimochromogenspectrum gibt. 

Kin Versuch, nach der Schalfejew schen Methode durch 
Erwiirmen des Cyanhaimoglobins mit cyanwasserstoffhaltigem 
Kisessig ohne Gegenwart von Chloriden eine krystallisirte, 
dem Hiimin entsprechende Verbindung zu erhalten, gab keine 
Krystalle, withrend auf Zusatz von Chlornatrium nach Schal- 
fejew in reichlicher Ausbeute Hiiminkrystalle erhalten wurden. 

Auf Grund der Bemerkung, die Hoppe-Sevler in seinem 
Lehrbuch der physiologischen Chemie, Seite 384, macht, dass 
niimlich Wasserstoffsuperoxvd das Oxyhimoglobin unveriindert 
liisst, die Cyanwasserstoffverbindung desselben in Cyanhiimatin 
und Eiweiss zerlegt, habe ich die Reaction des Cyanhiimo- 
globins mit Wasserstoffsuperoxyd sorgfiltig beobachtet. Hoppe's 
Bemerkung schien darauf hinzuweisen, dass aus dem Cyan 
resp. der Blausiiure durch Oxydation eine auf Blutfarbstoff 
zersetzend wirkende Siiure entstiinde. Ich habe reine Losungen 
von Cyanhamoglobin, welche keine tiberschiissige Blausaéure ent- 
hielten, mit Wasserstoffsuperoxydlésungen zusammengebracht, 
welchen soviel Soda zugefiigt war, dass letztere Losungen 
<chwach alkalisch waren. Beim Zusammenbringen der beiden 
Fliissigkeiten konnte ich niemals eine Hiimatinabspaltung be- 
ohachten, doch trat, allerdings bei grésserem “Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd, eine eingreifende Veriinderung ein: es 
entlarbte sich niimlich die Blutfarbstoffl6sung ganz allmiihlich 
und schliesslich wurde eine hellgriine Fliissigkeit erhalten. 
Die gleiche Veriinderung ist bei der Wirkung von Wasserstoff- 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XX XIII. 29 
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superoxyd auf Oxyhiimoglobin und Methiimoglobin zu |e- 
obachten.!) 

Die Giftwirkung des Cyanhiimoglobins ist jedenfalls eine 
geringe. Herr Dr. Rudolf Freiherr von Seiller hatte die 
Freundlichkeit, 6 g desselben einem 8 kg schweren Hunde eijp- 
zugeben. Derselbe blieb auf diese Dosis vollkommen munter. 

Als die wesentlichen Resultate dieser Arbeit ergeben sic}, 
folgende Siitze: 

1. Es existirt ein krystallisirtes, gut krystallisirbares Cyan- 
hiimoglobin, welches in einem Molekiil ein Molekii 
Blausiiure oder das einwerthige Cyanradical fest ge- 
bunden enthalt. 

Diese Cyangruppe kann nur (mittelbar oder unmittel- 
bar) eine jener Valenzen sittigen, an denen im (Oxy- 
hiimoglobin das locker gebundene Sauerstoffmolekii! 
hattet. 

Das reine Methiimoglobin ist lichtbestiindig. 

Bock’s Photomethimoglobin ist Cyanhimoglobin, es 
entsteht durch die Wirkung der Blausiiure, welche au: 
dem Ferricyankalium durch das Sonnenlicht alge- 
spalten wird. 


ny 


, i ih 
— we 
° e 


Wien, im August 1901. 


1) Auch Hiimatin wird durch reichlichen Zusatz von Wasserstofi- 
superoxyd entfirbt, ohne dass durch das Spectroskop, mit Ausnahime ce: 
Aufhellung, eine Aenderung des Spectrums bemerkbar wire. Die ¢ 
Einwirkung zeigt sich bei der Electrooxydation, tiber welche gelegentli 
berichtet werden soll. 











Die Umwandlung des Eiweiss durch die Darmwand. 
Von 
Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaction zugegangen am 11. August 1901.) 


Im Jahre 1880 hat Salvioli!) in Ludwig’s Laboratorium, 
im Jahre 1881 hat Hofmeister?) gefunden, dass die iiber- 
lebende Darmschleimlaut Pepton verschwinden liisst, d. h. es 
in einer Weise veriindert, dass es mit den ublichen Reactionen 
nicht mehr nachgewiesen werden kann. Hofmeister zog 
daraus den Schluss, dass die Peptone bei der Resorption von 
den Leucocyten der Darmwand assimilirt wurden, und durch 
diese, also als Eiweiss und sogar als Zelletweiss den Organen 
zugefiihrt wiirden.*) Diese letztere Hypothese wies Heiden- 
hain’) zwar zurtick, aber auch er und Shore®) hielten an 
der Annahme einer Riickverwandlung der Peptone in Eiweiss 
fest, und verlegten sie nur statt in das Lymphgewebe des 
Diinndarms in die Epithelien desselben. Die Annahme der 
Restitution der Peptone zu Eiweiss stiitzte sich ausser auf die 
Beobachtungen Hofmeister’s und Salvioli’s auf die von 
Hofmeister®) und Neumeister’) festgestellten Thatsachen, 
dass Pepton in den Geweben, im Blut und in der Lymphe 


1) G. Salvioli, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., Suppl. 5. 95. 

2, F. Hofmeister, Zeitschr. f. physiolog. Chemie, Bd. VI, 5. 51 
und 69, 1881. 

3) F. Hofmeister, Schmiedeberg’s Arch. f. exper. Pathol. und 
Pharmakologie, Bd. 19, S. 1. 1885. — Bd. 20, S. 291, 1886. — Bd. 22, 
>. 306. 1887. — J. Pohl, ibid., Bd. 25, S. 31. 1889. 

4, R. Heidenhain, Pfliiger’s Arch., Bd. 43, Suppl. 1888. 

°) L. E. Shore, Journ. of Physiology, Bd. 11, 5. 528. 1890. 

6) F. Hofmeister, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. V, 5S. 127. 1881. 
7) R. Neumeister. Zeitsch. f. Biologie, Bd. 24, S. 272. 1888. 
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auch verdauender Thiere fehlt, und dass kiinstlich eingefiihrtes 
Pepton ganz oder grésstentheils durch die Niere oder den Dari 
ausgeschieden wird. Die friiher ebenfalls als Beweis angefiihrte 
Giftigkeit der Albumosen und Peptone kann seit der Entdeckung 
des Peptozyms durch Pick und Spiro!) nicht mehr her- 
angezogen werden. 

Kin positiver Beweis ftir die Restitution des Eiweisses 
wurde nicht erbracht; denn die unter Kronecker’s Leitung 
ausgefiihrten Untersuchungen von v. Ott,?) Popoff*) und 
Brinck4) ergaben nur das Auftreten von Eiweiss neben bezvy, 
an Stelle der Peptone im Darm. Da aber Darm und Magen 
Kiweiss secerniren, beweisen sie nichts fiir dessen Entstehung 
aus dem Pepton. Im Jahre 1890 nahm Neumeister?) die 
Frage wieder in Angriff und zeigte durch einen einfachen 
Versuch, dass in der That der lebenden Darmschleimhaut die 
Fiihigkeit zukommt, Peptone dem Nachweis zu entziehen., 
Aber er enthielt sich jedes Urtheils dariiber, ob hier wirklich 
eine Restitution zu nativem Eiweiss und nicht vielmehr eine 
weitere Spaltung der Peptone vorliege; ja er hat zwei Spal- 
tungsprodukte der Peptone, Leucin und Tvrosin, gefunden. 

Nichtsdestoweniger sind Neumeister’s Versuche sehr 
allgemein als ein weiterer Bewels fiir den Wiederaufbau des 
Kiweisses in der Darmwand aulgefasst worden, zumal sich in 
den Verhiiltnissen der Fettresorption eine willkommene Analogie 
bot. Kine experimentelle Untersuchung habe ich seit der 
Neumetster’schen Arbeit nicht finden kénnen. Ich habe daher 
schon seit geraumer Zeit versucht, Neumeisters Versuclie 
wieder aufzunehmen und fortzufiihren. Meine Absicht dabet 
war, das synthetisch von den Zellen der Darmwand gebildete 
Kiweiss zu isoliren. Diese Versuche sind siimmtlich gescheitert 
und der Grund wird im Folgenden ersichtlich werden. 


1, KF, P. Pick u. K. Spiro, Zeitschr. f. physiolog. Chem., Bd. XXX], 
=. 239. 1900. 

“) v. Ott, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1883, S. 1. 

3) Nadine Popoff, Zeitschr. f. Biologie. Bd. 25, S. 427. 155" 

4, Julia Brinck, ibid., Bd. 24, 8. 453. 1889. 

5) R. Neumeister, ibid., Bd. 27, 8. 309. 1890, 
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Bei dem ginzlich negativen Ausfall aller Experimente 
halte ich es fir zwecklos, niiher darauf einzugehen. 
kiinstlich durchbluteten, an dem in Blut liegenden Darm, bei 
Anwendung des Presssaftes der Darmschleimhaut vermochte 
ich wohl ein Verschwinden von zugesetzten Albumosen und 
Peptonen zu beobachten, dagegen niemals eine Vermeh- 


Am 


rung des Eiweisses. Erst die Untersuchung der vom Eiweiss 
befreiten, kein Pepton mehr enthaltenden Fliissigkeit brachte 


mich auf die 


richtige 


Spur. Das 


Pepton 


wird 


nicht 


restituirt, sondern es wird im Gegentheil von der Darm- 
schleimhaut weiter zerlegt, in krystallinische Spaltungsprodukte 


verwandelt. 


Als Pepton verwendete ich die peptischen Verdauungs- 


produkte des Muskelfleisches. 


Ich 


digerirte 


eine 


grossere 


Menge Rindfleisch, das von Fett und Sehnen modglichst befreit 
war, 2 Tage mit warmem Wasser unter Zusatz von Chloro- 


form und Toluol, und presste es ab. 


Die wiisserige LoOsung 


wurde bei saurer Reaction aufgekocht, die geringe Menge 


dabei coagulirten Eiweisses mit dem in Wasser unldslichen 
Riickstand vereinigt, und dieser wiederholt erst mit Alkohol, 


dann mit Aether behandelt. 


Ich erhielt so ein lufttrockenes, 


staubendes, gelbliches Pulver, das fast ausschliesslich aus den 


KiweisskOrpern der Muskeln bestehen musste und nur wenig 


andere Korper enthalten konnte. 
Oxalsiiure 


) Liter 


von 


288 g 


r 


2%) angesetzt, 


davon 
10 @« 


=> 


wurden 
Pepsin 


mit 
von 


Finzelberg, sowie 5 g Pepsinum purissimum von Griibler 
hinzugesetzt und 11 Tage bei Brut-, dann noch 19 Tage bei 
Zimmertemperatur der Verdauung tiberlassen. 


Das 


Fleisch 


ging bald in Lésung, doch fand sich am Ende der Verdauung 


ein ziemlich reichlicher schmieriger 


Sodensatz, der sich bei 


erneuter 4tagiger Verdauung mit Oxalsiiure und Pepsin auch 


nur theilweise 


Nach 


loste 


und zum 
Kntfernung dieses 


Theil 


unverdaulichen 


in 


Aether 


Riickstandes 


loslich 


war. 
wurde 


die Fliissigkeit mit kohlensaurem Kalk von Oxalsiiure befreit, 
durch Eindampfen concentrirt und ein geringer, wohl aus 
Dysalbumose bestehender Niederschlag abfiltrirt. 


Ich 


so eine ganz klare Losung, etwa von der Farbe dunklen 


erhielt 
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Bieres, die weder mit Chlorcalcium noch mit Oxalsiéure Nieder- 
schlige gab, von folgenden Eigenschaften: 

Die Lésung gibt eine wunderschdne, rein rothe Biuret- 
reaction, die noch bei einer Verdiinnung aufs 1000fache er- 
kennbar ist, ebenso eine schéne Millon’sche und eine deutliche 
Schwefelbleireaction. Die Molisch’sche Reaction ist dagegen 
nur eben angedeutet. Mehrere tibereinstimmende Kjeldah|- 
bestimmungen ergaben, dass 1 ccm. 19,3 mg Stickstoff enthiilt, 
Mit dem iiblichen Factor 6,25 miultiplicirt, ergibt das die 
Verdauungsprodukte von etwa 12 g Eiweiss in 100 ccm, — 
Salpetersiiure gibt nur bei Zusatz von sehr viel Kochsalz eine 
ganz geringe Triibung, die beim Erhitzen verschwindet, beim 
Erkalten wiederkehrt. Ammonsulfat erzeugt bei Halbsiittigung 
gar keinen Niederschlag, bei ?.3 Sattigung eine geringe Opales- 
cenz, bei Ganzsiittigung bei neutraler Reaction einen spur- 
weisen, bei saurer Reaction einen sehr geringen Niederschlag. 
Primiire Albumosen fehlen also ganz, Deuteroalbumosen. sind 
nur sehr wenig vorhanden, die Lésung enthilt vielmehr fast 
ausschliesslich Peptone, Amphopepton nach der Kiihne schen 
Nomenclatur. Auf etwa vorhandene weitere Spaltungsprodukte 
habe ich nicht geachtet. Phosphorwolframsiure gibt einen 
dicken Niederschlag, der bei 1Ofacher Verdiinnung ungefiihr dre! 
Viertel des Stickstoffs enthalt. Das Filtrat gab, auch als ich 
mit concentrirter Phosphorwolframsiiure und mit phosphor- 
wolframsaurem Kalk unter Zusatz von wenig Salzsiiure fiillte, 
noch eine starke Biuretreaction. Die Peptonlosung reagirte 
deutlich alkalisch., 

Mit dieser Peptonlésung habe ich nun zuniichst die 
Neumeister’schen Versuche wiederholt. 3—) em. wurden 
zu verdiinntem Blut gesetzt, in die kérperwarme Fiiissigkel! 
wurden Darmstiickchen von ganz frisch get6dteten Hunden und 
Katzen geworfen und ein Sauerstoffstrom durchgeleitet. Nach 





2 Stunden wurde durch Gaze filtrit, das Eiweiss des blutes 
coagulirt und im Filtrat mittelst der Biuretreaction auf Pepton 
gepriift; die Priifung fiel negativ aus oder es zeigte sich eine 
ganz schwache Violettfiirbung, die unbedenklich auf der 


lip 


Coagulation entgangene Eiweissreste bezw. auf Albumosen. (é 


































a ‘ n° , , Ler 
Die Umwandlung des Eiweiss durch die Darmwand. 490 


bei der Coagulation aus dem Eiweiss entstanden waren, be- 
zogen werden konnte, und die jedenfalls mit der dusserst 
-tarken Biuretreaction einer entsprechend verdiinnten Pepton- 
ljisung nicht entfernt zu vergleichen war. Ich ersetzte dann 
das verdiinnte Blut durch Ringer sche Lésung — enthaltend 
02 g NaHCO,, 0,1 g CaCl,, 0,075 g KCl und 85 g CINa 
im Liter — und fand, dass auch hierbei die Biuretreaction 
verschwand, Allerdings schien es mir ebenso wie Neumeister, 
dass die Wirkung etwas geringer war, als bei Anwendung 
von Blut. Immerhin vermag der 3. Theil des Diinndarms einer 
Katze oder eines kleinen Hundes in dieser Kochsalzlésung in 
2 Stunden in 5 ccm. der beschriebenen Peptonlésung die 
Biuretreaction zu vernichten, also etwa 0,6 g Pepton um- 
zuwandeln. Die Anwendung der Kochsalzlésung an Stelle des 
Blutes gewahrt den grossen Vortheil, dass man nur die ge- 
ringen Mengen Eiweiss in der Fliissigkeit hat, die im Laufe 
des Versuches aus der Darmwand in Lésung gehen. 

Ich modchte hier eine technische Bemerkung einschalten. 

Die genaue Coagulation a Eiweisses habe ich mir 
dadurch sehr erleichtert, dass fch immer eine gewisse Menge 
concentrirter Kochsalzl6sung hinzusetzte. Man kann dann 
ruhig einen Ueberschuss von Essigsiiure nehmen und darf die 
Fliissigkeit auch wirklich zum Kochen erhitzen,!) ohne be- 
llirchten zu miissen, Albumosen ins Filtrat zu erhalten. Ich 
habe bei Zusatz von Kochsalzlisung bei diesen und den fol- 
genden Versuchen, bei denen ich zum Theil mit grossen 
Mengen schwierig coagulirbarer Eiweisskérper aus der Schleim- 
haut und der Muscularis des Darms zu thun hatte, fast immer 
ein klares Filtrat erhalten, das weder Eiweiss noch dessen 
(mwandlungsprodukte enthiilt. Andere Salze, z. B. Zinksulfat, 
thin denselben Dienst. Wiil man im Filtrat die Biuretreaction 
anstellen, so thut man gut, reines, kalkfreies Chlornatrium zu 
nehmen, da die starke Natronlauge sonst eine Triibung hervorruft. 

Als ich nun die von Eiweiss befreite, keine Biuretreaction 
mehr gebende Peptonlésung mit Phosphorwolframsiiure  priifte, 


1) W. His u. W. Hagen, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXX, 
>. 350, 1900. 
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gab sie einen reichlichen, und zwar krystallinisch aussehendey 
Niederschlag. An Stelle des Peptons waren also andere, jit 
Phosphorwolframsiiure fillbare Substanzen in Loésung, und 
Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl ergaben, dass 





noch der gesammte, als Pepton zugesetzte Stickstof 
in dem enteiweissten Filtrate vorhanden war. 
Folgender Versuch diene als Beispiel: 
In einem Wasserbade von Kdorpertemperatur — stehey 
Cylinder, durch die ein Sauerstoffstrom perlt. 
Cylinder IT enthilt 95 ccm. Kochsalzlésung nach Ringer 
+ Dd com. Peptonlésung = 96,5 mg Stickstoff. Cylinder II 
enthiilt 100 cem. Kochsalzlésung, Cylinder III 70 cem. Kochsalz- 
ldsung + 5 ccm. Pepton — 96,5 mg. Stickstoff + 25 ccm. 
defibrinirtes Blut. Dann wurde ein junger, in voller Verdauung 
befindlicher Hund getédtet, sein Darm sofort herausgenommen, 
der Liinge nach aufgeschlitzt, mit warmer physiologischer Koch- 


> 
‘9 


salzlo6sung mehrmals abgespiilt, mOglichst schnell in Stiickchen 
von 1—2 ccm. Liinge zerschnitten, und die Darmstiickchen 
moglichst gleichmiissig auf die 3 Cylinder vertheilt. Nach 
21/2 Stunden wurden die 3 Fliissigkeiten durch Gase _filtrirt, 
um die Darmstiicke zu entfernen, und mit Kochsalzlosung 
nachgespiilt. Das Eiweiss wurde in den dreien durch Coaguliren 
entfernt. Die Filtrate zeigten bei allen dreien keine biuret- 
reaction. Filtrat II enthielt 23,8 mg Stickstoff, der nur aus 
dem verdauenden Darme stammen konnte, und also bei allen 
dreien gleichmiissig anzunehmen war. Demnach waren in den 
beiden andern Cylindern 96,5 + 23,8 = 120,83 mg Stickstolf in 
Filtrat vom coagulirten Eiweiss zu erwarten. Cylinder [ ent- 
hielt 110 mg., Cylinder III 107,8 mg. Stickstoff. Da ich die 
Kiweissniederschliige nur wenig ausgespiilt habe, ist das gering: 
Deficit erklirlich; weitaus der griésste Theil des Stickstoll- 
findet sich nach wie vor im Filtrat, aber nicht mehr als Pepton 

Die niichste Frage war nun, ob es sich hier um eine 
fermentative Spaltung der Peptone handelte, oder ob eine bin- 
wirkung der organisirten lebenden Darmwand vorlag. Die 
letztere konnte ebenfalls in einer Spaltung bestehen; es’ konnten 


+) 


aber auch die Peptone assimilirt und dafiir irgend etwa- 
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anderes ausgestossen werden. Um dies zu entscheiden, verwandte 
ich zu den folgenden Versuchen nicht den Darm, sondern 
dessen wiisserigen Extract. Ich nahm den Darm frisch getidteter 
Hunde, schlitzte ihn auf, spiilte ihn ab und schabte mit einem 
scharfkantigen Glasstiick die Schleimhaut ab, wobei ich einen 
mehr oder weniger grossen Theil der Muscularis mit erhielt. 
Das Abgeschabte wurde griindlich mit Sand zerrieben, ein- 
oder mehrmals !/2—12 Stunden mit alkalischer physiologischer 
Kochsalzlosung extrahirt und mit einer eisernen Tincturenpresse 
ausgepresst. Ich erhielt so eine gelbliche oder gelbriéthliche, 
triibe Fliissigkeit, die sehr reichlich Eiweiss enthielt. Im Ver- 
laut einiger Stunden, bei Koérpertemperatur schneller, liess sie 
einen reichlichen Niederschlag fallen. Ob dies nur Myogen 
und Myosin aus der Muscularis ist, oder ob auch die Schleim- 
haut derartige gerinnende Eiweisskorper enthiilt, weiss ich 
nicht. Essigsiure fillt den gréssten Theil der Eiweisskérper, 
aber nicht alle. Durch Coagulation mit Essigsiiure und Koch- 
salz enthalt man ein klares Filtrat, das keine Spur von Biuret- 
reaction zeigt, mit Phosphorwolframsiiure dagegen einen bis- 
weilen reichen, bisweilen nur angedeuteten Niederschlag gibt. 

Setzte ich nun zu diesem Extract des Darmes einige 
Cubikcentimeter meiner PeptonlOsung, schiittelle um und coa- 
gulirte sofort, oder nach wenigen Minuten, so erhielt ich im 
Filtrat eine schone, der angewandten Peptonmenge entsprechende 
Biuretreaction. Liess ich aber den mit Pepton versetzten Extract 
erst einige Zeit in der Wirme = stehen und untersuchte dann, 
so war die Biuretreaction verschwunden, Phosphorwolframsiure 
aber erzeugte einen reichlichen, krystallinisch aussehenden 
Niederschlag, und das Filtrat des Eiweissniederschlages enthielt 
den gesammten Stickstoff des Peptons. 

Als Beispiel nehme ich folgenden Versuch: 

Der Diinndarm einer in Verdauung befindlichen Katze 
liefert 195 cem. Presssaft. 20 cem. werden coagulirt; das 
Filtrat enthilt 3,4 mg N, die restirenden 175 cem. also 
2.79 com. Diese werden mit 8 cem. Pepton versetzt 
lo4,4 mg N. Also enthalten diese 183 cem. 154,4 + 29,75 = 
184 mg N, je 20 cem. also 20 mg. 
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1. Nach 4 Minuten schinste Biuretreaction 18,4 mg N 
. 60 schwache 23,1 
3 100 > spurweise > 23,1 
4. 195 > keine > 23,5 


Etwas spiiter wird der ganze Rest coagulirt: das Filtrat 
gibt keine Biuretreaction und enthilt 109 mg N° statt dep 
ceforderten 103 mg. 

Die Vermehrung des Filtratstickstoffs zwischen 1 und 2 
heruht vermuthlich auf der Losung von Eiweiss durch Trypsin. 
Doch wurden auch hier, um zu grosse Fliissigkeitsmengen zi 
vermeiden, die dicken Eiweissniederschliige wenig ausgewaschen. 
und die Zahlen sind daher nicht allzu genau. 

Jedenfalls beweisen sie aber unzweideutig, dass das 
Extract der Darmschleimhaut wie diese selbst wirkt. 
dass die Umwandlung der Peptone durch die Zellen der Darm- 
wand also nicht an deren Leben gekniipft, demgemiiss cin 
fermentativer Process ist. 

Es galt, dies Ferment zu isoliren. Ich bediente mich 
dazu der fractionirten Aussalzung mit Ammonsulfat. wie sie 
in letzter Zeit ftir die Isolirung der Fermente von Jacoby’ 
mit so gliinzendem Erfolge angewendet worden ist. Die Fraction 
60 bis 100 ist ganz unwirksam, das Ferment geht dagegen 
vollstiindig in die Fraction O—60. Bei Siittigung zu 25 und 
30°/o ist das Ferment im Niederschlage und im Filtrate. bei 
Versetzung von 2 Theilen des Darmextractes mit 3 Theilen 
concentrirter: AmmonsulfatlOsung entsteht ein dicker Nieder- 
schlag, der abfiltrirt, in Wasser suspendirt und dialysirt wurde. 
Der grésste Theil der Eiweissk6rper wird dabei unléslich und 
bleibt. in’ Klumpen im Dialysor liegen. Eine kleine Menge 
Eiweiss und das Ferment geht in Lésung. Durch nochmialige 
Extraction des unloslichen Riickstandes kann man noch He- 
triichtliche Fermentmengen gewinnen. Die so erhaltene Losung, 
die in 8—4 Tagen ammonsulfatfrel wurde, ist etwas opalescent 


1) M. Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXX, 8. 135. 1900 
— Bd. XXX, S. 166. 1900. — Derselbe, Schmiedeberg’s Arch.. Bd. +6. 
5. 28. 1901. Derselbe, Hofmeister’s Beitriige zur chemisciien 


Physiologie u. Pathologie, Bd. [I S. ot. 1901. 
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and enthiilt eine geringe Menge Eiweiss. Sie wandelt zugesetztes 
Magenpepton schnell um. Je 50 ccm. wurden mit 3 ccm. ver- 
-etzt, einige Stunden stehen gelassen, das Eiweiss durch Kochen 
mit Essigsiiure und Chlornatrium entfernt und in dem biuret- 
freien Filtrat der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Es fanden 
sich 5D und 56 mg Stickstoff, wahrend 3 cem. Pepton 58 mg 
enthalten und das Filtrat einer Kontrollprobe ohne Pepton- 
misatz 1.75 mg N enthielt. Das Pepton geht also nicht etwa 
eine Verbindung mit dem Eiweiss ein, oder iihnliches, sondern 
es wird wirklich durch die Fermentlésung veriindert, und diese 
Veriinderung ist eine Spaltung inkrystallinische Produkte. 

Ich fillte die entstandene Lisung mit Phosphorwolfram- 
jure und vermochte in dem Filtrat von der Fiillung Leucin 
und Tyrosin in schénen Krystallen nachzuweisen. Auch gibt 
die biuretfreie Lésung eine schéne Millon’sche Reaction. 
Die Untersuchung des Phosphorwolframsiiureniederschlages auf 
Hexonbasen ist noch nicht abgeschlossen. Tryptophan konnte 
ich nicht entdecken. 

Ks liegt hier also ein Ferment vor, das Pepton spaltet, 
und es war nun die Frage, ob ich es mit Trypsin zu thun 
hatte, das ja in dem Darmextracte verdauender Thiere vor- 
handen sein konnte. Dagegen sprachen allerdings seine Fiillungs- 
grenzen mit Ammonsulfat; denn Trypsin fillt nach Jacoby *) 
erst von 65°/o Séttigung an. Ganz scharf ist diese Grenze 
lreilich nicht; ich konnte gelegentlich Trypsin auch in der 
ersteren Fraction in geringer Menge entdecken. 

Dagegen unterscheidet sich das vorliegende Ferment der 
Darmschleimhaut in seinen Eigenschaften ganz scharft vom 
Trypsin des Pankreas. Wiihrend es Pepton schnell und 
reichlich spaltet, wirkt es auf native Eiweisskorper iiber- 
haupt nicht ein. Eine Flocke ungekochten Fibrins wird von 
der Fermentl6sung in 24 Stunden bei Kérper- wie bei Zimmer- 
temperatur auch nicht im Geringsten angegriffen, womit ja jede 
tryptische Wirkung ausgeschlossen ist. Ferner werden die 
Eiweisskorper der Fermentlésung selbst auch in Wochen nicht 


') M. Jacoby, Schmiedeberg’s Arch. 46, 28. 1901. 
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gespalten. Ich liess dann die Fermentlésung 4 Tage hej 
KOrpertemperatur mit verdtinntem Katzenserum stehen; nact, 
der Coagulation des Eiweisses war nichts mit Phosphorwolfram- 
siiure Fiillbares in LOsung. Also werden auch Serumalbumin 
und Serumglobulin von dem Ferment nicht angegriffen. Auch 
die coagulirten Serumeiweisse wurden nicht veriindert. 

Es handelt sich also zweifellos um ein eigenes Ferment. 
das auf Eiweiss nicht, wohl aber auf Pepton spaltend wirkt. 
Ich schlage vor, dies Ferment Erepsin zu nennen, abgeleitet 
von epeitw, ich zertrimmere. Das Erepsin wiirde so sprachiich 
ein Synonym des Trypsins sein. 

Was nun die niiheren EKigenschaften des EKrepsins an- 
langt. so ist es mir bisher nicht gelungen, es elweissfrei zu 
erhalten. Weder Jacoby’s Uranylacetatmethode noch andere 
Versuche fihrten zu einer eiweissfreien und dabei noch 
einigermassen wirksamen LoOsung. Doch stért das Eiweiss die 
Untersuchung insofern wenig, als es leicht durch Coagulation 
exact entfernt werden kann. Das Erepsin wird durch Kocheu 
zerstort, durch 2 stiindiges Erwiirmen auf 63° stark geschwiicht. 
Es spaltet Pepton bei schwach alkalischer wie bei neutraler 
Reaction, bei schwach saurer Reaction wirkt es dagegen nicht. 
Kin einstiindiges Stehen bei durch Essigsiiure bedingter saurer 
Reaction zerstort das Ferment nicht; wenn man dann alkalisch 
macht, wirkt es wieder. Liingeres Stehen mit Salzsiiure scheint 
es zu zerstOren. Alkoholbehandlung schwiicht wenigstens selir 
stark ab. 

Die auf die oben beschriebene Weise dargestellten Erepsin- 
lGsungen waren recht wirksam. 15 ccm. spalteten 0,5 ccm. 
der Magenpeptonlésung, also entsprechend etwa 0,06 g Pepton 
in 45 Minuten nahezu vollstiindig; 75 cem. etwa 5 ¢ Pepton 
in + Stunden zum grésseren Theil. Neben dem Verschwinden 
der Biuretreaction ist sehr schén die Veriinderung des Phos- 
phorwolframsiiureniederschlages zu sehen. Wenn man_ sofort 
nach dem Zufiigen des Peptons enteiweisst, so erzeugt Phos- 
phorwolframsiiure im Filtrat eine reichliche gelatindse, lockere, 
sich langsam absetzende Fiillung, wie sie fiir Eiweissnieder- 
schiiige charakteristisch ist. Bet der oben angegebenen Con- 
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centration, 0,06 Pepton zu 15, nimmt die Fillung etwa ein 
Drittel der Fliissigkeit ein. Nach der Erepsinwirkung erzeugt 
Phosphorwolframsiure einen krystallinischen, weissen Nieder- 
echlag, der sich schnell zu Boden senkt und dessen Volumen 
viel kleiner ist als vorher. 

Ich habe das Erepsin auf andere Peptone und Albumosen 
wirken lassen. Ich verdaute Casein und Serum mit Salzsiiure 
und Griibler’schem Pepsin und liess auf die Pepton und Albu- 
rosen enthaltende, neutralisirte LOsung Erepsin wirken. Die 
ly uretreaction verschwand nach liingerer oder kiirzerer Zeit. 
Ebenso verdaute ich Casein und Serum erst mit Trypsin, einem 
durch Selbstverdauung von Rinderpankreas gewonnenem Prii- 
parat, das noch eine schwache Biuretreaction gab: das Casein 
cab eine sehr starke, das Serum eine schwache biuretreaction, 
das Serum enthielt daneben noch viel coagulables Eiweiss. 
ln beiden wurde die biuretreaction durch Erepsin§ vernichtet. 
Wirft man Fibrin in ein Gemisch von Trypsin und Erepsin, 
<9 wird die Flocke verdaut, und im Filtrat findet man nach 
lingerer oder kiirzerer Zeit, je nach den Mengenverhiiltnissen 
beider Fermente, keine Biuretreaction mehr. 

Ich brauche nicht auszufiihren, dass die Kombination von 
Pepsin oder Trypsin mit dem Erepsin offenbar ein sehr gutes 
Mittel darstellt, um Eiweisskérper schnell und ohne starke 
Kingriffe vollstiindig zu zerlegen. 

Von Neumeister riihren bereits Beobachtungen her tiber 
die Spaltung der einzelnen Albumosen durch die Darmschleim- 
haut, also das Erepsin. Er fand, dass, nach damaliger Be- 
zeichnung, Protalbumose und beide Deuteroalbumosen umge- 
wandelt wurden. Heteroalbumose lieferte kein sicheres Ergebniss. 
Ich habe an den Pepsinpeptonen des Fleisches, wie auch an 
denen des Caseins, beobachtet, dass der grésste Theil sehr 
<chnell gespalten wird. Bei einer Concentration, bei der ich 
vorher grosse Mengen Kupfersulfat zusetzen konnte, ohne ein 
Verdecken der Biuretfarbe befiirchten zu miissen, bedurfte es 
hach einstiindiger Erepsinwirkung eines sehr vorsichtigen tropfen- 
Welsen Zusetzens, um noch eine schwache Violettfiirbung zu 
erziclen. Dieser kleine Rest aber verschwand oft erst nach 
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sehr viel lingerer Zeit, nach mehreren bis 24 Stunden. kx 
kann sich hier um eine asymptotische Fermentwirkung hande|y- 
der Grund kann aber auch sein, dass sich in dem Gemenge 
der Magenpeptone ein schwer angreifbares neben den leich; 
spaltbaren findet. Ich habe dann Witte-Pepton nach Pick! 
in mehrere Fractionen zerlegt. Die primiren Albumose, 
wurden in 36 Stunden von Erepsin nicht angegriffen, wenig- 
stens zeigte die Biuretreaction keine merkbare Abnahme. [je 
Deuteroalbumose b wurde in 19 Stunden vollstiindig zerlegi, 
Deuteroalbumose A und C waren in dem W itte-Peptonpriiparat 
nur in Spuren vorhanden. Ferner fillte ich Witte-Pepton 
mit der gleichen Menge 96°/oigen Alkohols; dann ist nach 
Pick im Filtrat die Proto-, im Niederschlag die Heteroalbu- 
mose, die Deuteroalbumosen vertheilen sich. In beiden Frac- 
tionen vermochte ich eine Abschwiichung, aber keine Aufhebung 
der biuretreaction zu sehen. Endlich entfernte ich aus dem 
Witte-Pepton nach Folin?) die primaéren Albumosen durcl: 
Kupferacetat. Das nicht durch Kupfer fillbare Gemenge de 
Deuteroalbumosen wurde vom Erepsin gut zerlegt, doch machite 
ich dieselbe Beobachtung wie beim Magenpepton, dass nimlich 
ein kleiner Rest der Biuretreaction erst am_ niichsten Taye 


verschwand. — Selbstverstiindlich sind diese Angaben nur ganz 
vorliufige. — biuret wird von dem Erepsin so wenig gespalien 


wie vom Trypsin. 

Der Ort der bildung des Erepsins ist in die Darmwand 
zu verlegen, da ich wiederholt Extracte der Darmschleimhaut 
vesehen habe, die keine Spur von Trypsin, dagegen reichilich 
Erepsin enthielten. Ausserdem habe ich einem grossen Hunde 
eine Dtnndarmfistel etwa 30 cm. unterhalb des Pylorus an- 
gelegt und ihn durch Einspritzen von Albumosen- und Zucker- 
ldsungen in das abfiihrende Ende erniihrt, den Darm dale! 
gleichzeitig ausspiilend. 5 Tage nach der Operation enthie!! 
das obere Darmstiickchen wirksames Trypsin und kein Erepsin: 
der untere, von Galle freie, normal aussehende Darm lieterte 

1) KE. P. Pick, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIV, S. 246. 15!'’. 
“) O. Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXV, 3. 162. 
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ein wirksames Erepsin, allerdings léste sein Extract Fibrin- 
flocken in 5—7 Stunden auf, zeigte also schwache tryptische 
Wirkung, sodass der Versuch nicht ganz beweisend ist. Doch 
kann wohl ohnehin kaum ein Zweifel bestehen, dass die Darm- 
schleimhaut selbst das Erepsin producirt. — Ob das Erepsin 
intracellular wirkt, oder in das Darmlumen secernirt wird, kann 
ich noch nicht sagen. Fitir das Letztere spricht Neumeister’s 
Beobachtung, der auch im Lumen des Diinndarms einen Pepton 
spaltenden Stoff fand. — Ausser in den Diarmen von Katzen 
und Hunden habe ich das Erepsin auch in denen von Schweinen 
gefunden. 

Dass ein so wirksames Ferment wie das Erepsin bisher 
iibersehen wurde, liegt an seiner Nichtwirksamkeit fiir eigent- 
liches Eiweiss, insbesondere das meist, so von Massloff,') 
benutzte Fibrin. Wenz?) hat allerdings die Einwirkung der 
Darmschleimhaut und ihrer Extracte auf Albumosen untersucht, 
aber nur auf die Bildung von Pepton geachtet, und nicht auf 
die weiteren Spaltungsprodukte. Dagegcn muss ich noch auf 
eine Angabe von Pawlow’$) eingehen. Pawlow beschreibt ein 
von dem Diinndarm secernirtes «Ferment der Fermente», das 
die Wirksamkeit des Trypsins steigert, und es liegt nahe, dabei 
an das Erepsin zu denken. Dass das Erepsin kein derartiges 
‘Ferment der Fermente» ist, geht schon aus seiner Wirkung 
auf gekochte Pepsinpeptone hervor; ich habe mich auch noch 
durch besondere Versuche tiberzeugt, dass man die durch 
Trypsin aus Casein oder Fibrin entstandene Verdauungslésung 
vorher kochen, oder direkt ungekocht mit Erepsin versetzen 
kann. Das Erepsin wirkt beide Male gleich gut. Eine Erepsin- 
losung hat iibrigens die beschleunigende Wirkung auf die Auflésung 
des Fibrins durch Trypsin nicht, wie sie Pawlow beschreibt, 
init dem ganzen Extract habe ich keine Versuche gemacht. 


1) cf. Massloff, Untersuch. a. d. Physiolog. Institut Heidelberg, 
2. 290. 1880. 

2)S. Wenz. Z. f. Biol., 22. 1. 1886. 

3) J. P. Pawlow, Uebersetzt von A. Walther, Das Experiment 
etc.. Vortrag, Wiesbaden. 1900. — N. P. Schepowalnikoff, Dissert. 


t. Petersburg, russisch. Nach Maly’s J.-B., 1899, S. 378. 










Otto Cohnheim. 


Was nun die biologische Bedeutung des Erepsins anlangt, 
so kénnte man daran denken, es mit dem autolytischen Fer- 
mente der Leber,!) Lunge*®) und anderer Organe?) auf eine 
Stufe zu stellen. Ich meine, mit Unrecht. Denn es spaltet 
eben nicht wie diese die Eiweisskorper der Gewebe und bezielht 
sie in den Stoffwechsel ein, sondern es wirkt nur auf die 
ersten Spaltungsprodukte der Eiweisskorper, die ihm die beiden 
andern Fermente vorgespalten haben, und bereitet diese fiir 
die weitere Resorption vor. Es besteht sonach fiir die Eiweiss- 
verdauung eine erhebliche Aehnlichkeit mit der Verdauung 
der Kohlehydrate, speciell der Stiirke. Die Stiirke wird vom 
Ptvalin des Speichels und des Pancreas bis zur Maltose ge- 
spalten, die Darmschleimhaut aber secernirt eine Maltase, deren 
spaltende Wirkung die Voraussetzung fiir die Resorption und 
weitere Verwerthung der Stiérke im Organismus bildet. Ganz 
analog ist offenbar das Verhaltniss der zunichst wirkenden pro- 
teolytischen Fermente zu dem Erepsin, das ihre Arbeit vollendet. 

Auf die grosse Fille chemischer und physiologischer 
Probleme, die sich einem aufdriingen, will ich nicht eingehen, 
zumal ich mit weiteren Untersuchungen tiber das Erepsin be- 
schiiftigt bin. Ich moéchte nur auf die gute Uebereinstimmung 
kurz hinweisen, in der meine Betunde mit den Stoffwechsel- 
versuchen der letzten Jahre stehen. Siven*) hat gezeigt, 
dass das Eiweissbediirfniss der Menschen ein sehr viel 
geringeres ist, als man bisher annahm. Aus den Arbeiten 
von Zuntz und seinen Mitarbeitern®) ergibt sich, dass das 
Kiweiss wesentlich Kraftquelle ist, wie die anderen Nahrungs- 
mittel auch, und dass es im Organismus_ ausserordentlich 


1) M. Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXX, 8. 149. 1900. 

2) M. Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXXIII, 5. 126. 1901. 

3) S. G. Hedin und 8S. Rowland, Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
Bd. XXXII, S. 341. 1901. Bd. XXXII, S. 531. 1901. 

4) V. O. Siven, Skandinay. Arch. f. Physiol., 10, 91.1899. 11, 
S08. L901. 


r 


5) J. Frentzel, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1899, S. 383. (Verh. 


d. Berliner physiolog. Gesellsch.) — H. N. Heinemann, Pfliiger’s Arch.. 
83. 441. 1901. — J. Frentzel und F. Rench, ibid. 83, 477. 1901. — 


N. Zuntz, ibid. 83, 557. 1901. 
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schnell, am schnellsten von allen Nahrungsmitteln, zerfiillt. 
fs ist offenbar schwer, dies mit der Vorstellung zu vereinen, 
dass das Nahrungseiweiss bei der Resorption in das eigene 
Kiweiss des Organismus umgewandelt wird, um dann gleich 
wieder zu zerfallen. Jetzt aber sehen wir, dass der Koérper 
im Gegentheil das Eiweiss vor der Resorption in seine leicht 
verbrennlichen Bruchstiicke zerschligt und erst diese aufnimmt 
und den Organen zuftihrt. Wir kénnen es zwar natiirlich 
einstweilen noch nicht ausschliessen, dass auch der nicht- 
wachsende, im Stickstoffgleichgewicht befindliche Organismus 
immer eine gewisse Menge der aufgenommenen Spaltungs- 
produkte des Eiweisses zu einer neuen Eiweisssynthese, etwa 
in der Leber, verwerthet. Bewiesen ist das aber nicht, und 
serade die Versuche von Caspari') und Bornstein?) itiber 
die Eiweissvermehrung nur bei Muskelarbeit, d. h. nur bei 
bedarf, sprechen dafiir, dass die Eiweisssynthese in jede einzelne 
Zelle zu verlegen ist, und dass, abgesehen von diesen Fiillen 
cesteigerter Thiitigkeit und damit gesteigerten Wachsthums in 
bestimmten Organen, mindestens die Hauptmasse des genossenen 
Eiweisses dem Korper einfach als Kraftquelle dient. 

Ich fasse die Resultate zusammen: 

1. Das von Hofmeister, Neumeister und Salvioli 
beobachtete Verschwinden der Peptone bei Beriihrung mit der 
Darmwand beruht nicht auf ihrer Assimilation oder ihrer 
Restitution zu Eiweiss, sondern auf ihrer weiteren Spaltung in 
einfachere Spaltungsprodukte. 

2. Diese Spaltung geschieht durch ein besonderes, von 
der Darmschleimhaut gebildetes Ferment, das Erepsin, das nur 
aul Peptone und einen Theil der Albumosen, nicht aber auf 
genuines Eiweiss wirkt. 


1) W. Caspari, Pfliiger’s Arch., 83, 509. 1901. 


) 


~, K. Bornstein, Pfliger’s Arch., 83, 540. 1901. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXIII. 








Beitrag zur Kenntniss der Eiweisskorper der Kuhmilch. 
Von 
Grustay Simon, 


cand. chem. aus Hambiiren 1. Westfalen. 


Aus dem Laboratorium der agric.-chem. Versuchsstation zu Halle a. s 


(Der Redaction zugegangen am 14. August 1901.) 


Die Eiweisskérper, besonders die in der Milch_ befind- 
lichen, sind in den letzten Jahrzehnten der Gegenstand ziathil- 
reicher Untersuchungen gewesen. Die Ergebnisse jedoch, die 
aus diesen Arbeiten erzielt wurden, stehen zum Theil in 
scharfem Widerspruche mit einander. Nicht einmal iiber die 
Zahl der Eiweisskorper, dartiber, ob die Kuhmilch einen oder 
mehrere Eiweisskorper besitzt, herrscht Einstimmigkeit. Die 
Forscher, die der Ansicht sind, es in der Milch mit mehreren 
von einander verschiedenen Eiweissstoffen zu thun zu haben, 
fiihren zwei, drei, ja bis zu acht verschiedene an. 

Die Anwesenheit von nur einem Eiweisskorper in de: 
Milch wird hauptsiichlich betont von Duclaux, Pfeiffer. 
Biedert und Peters. Nach Duclaux!) enthilt die Kuhmilch 
nur Casein, das in drei verschiedenen Formen vorkommt: «ils 
festes, colloidales und geléstes Casein.» Pfeiffer?) nimmt 
ebenfalls nur einen in mehrere Modificationen zerlegbaren 
Kiweisskorper, «das Casein», an und bezeichnet die vier ver- 
schiedenen Modificationen als a-Casein (fiillbar durch Siuren 
und Lab), b-Casein (durch Erhitzen gerinnend), ¢-Casein (nach 
Abscheidung des a- und b-Casein in der Milch spontan_ bei 
20—25° durch Lab sich ausscheidend), schliesslich d-Casein 
(nicht coagulabler, durch Tannin fillbarer Antheil). Diese 
Pfeiffer’sche Auffassung wird auch von biedert%) vertreten. 


1); Comptes rendus. 98. 1884, 

2) Jahresbericht der Thierchemie. 1884. 

3) Die Kindererniihrung im Séuglingsalter, citirt nach Schloss- 
mann, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XII, 5. 204. 
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Nach Peters!) kommt in der Milch nur ein Eiweisskérper 
yor. den er «Caseinogen» nennt. 

Alle diese erwahnten Ansichten sind jedoch zur Geniige 
von verschiedenen Forschern widerlegt, von denen ich nur 
Sebelien?) und Schlossmann§’) erwiihnen will. Sebelien 
fand niimlich zwei wesentliche Punkte, durch die sich Albumin 
und Casein von einander unterscheiden. Casein enthilt, wovon 
ich mich durch eine Analyse gleichfalls iiberzeugte, Phosphor, 
der im Albumin nicht vorkommt, ausserdem = zeichnet es 
sich yor dem Albumin durch einen viel geringeren Schwefel- 
gehalt aus. Schlossmann hebt mit Recht ausdriicklich her- 
vor, dass Korper, die sich in ihrer Zusammensetzung durch 
Fehlen oder Anwesenheit eines Elementes unterscheiden, un- 
moglich Modificationen einer und derselben Substanz sein kOnnen. 

Gegeniiber den genannten Autoren, die also nur einen 
Eiweisskorper in der Milch gelten lassen wollen, glauben hin- 
wiederum andere eine ganze Reihe verschiedener Eiweissstoffe 
gefunden zu haben. Sehr fruchtbar in der Beziehung waren 
Danilewsky und Radenhausen.*) Sie zerlegen das Casein 
in «Caseoalbumin» und «zwei Protalbstoffe (Alkalialbuminate) >». 
Auch das Molkeneiweiss sei kein einheitlicher Stoff und wird 
deshalb von ihnen noch weiter zerlegt: sie unterscheiden 
Orroprotein», gelostes «Stromaalbumin» und «Lacto-synto- 
Protalbstoffe» ; letztere bestiinden wieder aus drei verschiedenen 
Stoffen: «Lactosyntogen», «echtes Pepton» und «Pseudopepton>». 
Die Arbeiten von Danilewsky und Radenhausen sind von 
Hammarsten einer kritischen Beleuchtung unterworfen worden 
und in einer liingeren Abhandlung mit Gliick widerlegt.5) 

1, Rh. Peters, Untersuchungen iiber das Lab und die labihnlichen 
Fermente, von der medic. Facultit preisgekrénte Schrift. Rostock 1894. 

-) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, S. 460. u. 


Bd. XUI, S. 167 u. fol 


or 
a 


3) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XII, S. 206 u. folg. 
+) Petersen, Forschungen auf dem Gebiete der Viehhaltung und 
ihre Erzeugnisse. Heft 9, 1880: Untersuchungen iiber die Eiweissstoffe 
der Milech von Prof. Dr. A. Danilewsky und Dr. P. Radenhausen. 
») Zur Frage, ob das Casein ein einheitlicher Stoff sei, von Olof 
Hammarsten, Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. VII, 


». 227 u. folg. 


U)* 
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Wie man aus dem bisher Gesagten ersieht, herrscht also an 
sich direkt widersprechenden Ansichten kein Mangel.  Fiir 
diese merkwiirdige Erscheinung liisst sich sehr leicht der Grund 
finden. Einmal erkliiren sich diese zahlreichen Widerspriiche 
in Beziehung auf Zahl und Zusammensetzung der Eiweiss- 
stoffe aus der mehr oder weniger grossen Brauchbarkeit der 
von den verschiedenen Forschern angewandten Methoden 
zur Isolirung der einzelnen Eiweisskorper. Dann wieder haben 
wir in den Eiweissstoffen sehr complicirte, hochmolekulare 
Verbindungen vor uns, die in Folge der grossen Anzahl von 
Stoffgruppen, aus denen sie sich zusammensetzen, wenig 
constant sind und zu Umlagerungen und Zersetzungen schon 
spontan, vor Allem aber beim Einwirken chemischer Reagentien, 
physikalischer Einflisse und in Folge der Thiitigkeit von 
Enzymen, Bacterien ete. neigen, so dass man im Unklaren 
dariber sein kann, ob man es mit den urspriinglichen, voi 
Thier gelieferten, unveriinderten Eiweissverbindungen oder aber 
mit Umwandlungs- und Abspaltungsprodukten zu thun_ hat. 
Trotz aller dieser Schwierigkeiten, die sich der Erforschung 
der Eiweissstoffe hindernd entgegen stellen, ist jetzt wohl ohne 
jeden Zweifel und mit Sicherheit anzunehmen, dass sich in 
der frischen Milch drei Eiweissverbindungen befinden, und 
zwar das Casein, das Albumin und das Globulin. Wenn ich 
mich dieser herrschenden Ansicht auch vollig anschliesse, so 
lasse ich dabei doch die Frage, ob diese drei genannten Stotle 
Kinzelindividuen sind oder noch weiter zerlegbar seien, offen. 
Denn wie auf anderen Gebieten der Chemie das Bestreben 
herrscht, Stoffe, die bisher unantastbar als Elemente galten, 
zu zerlegen, und oft mit Erfolg, genau so ist es auch denkbar, 
diese complicirten Eiweissgebilde noch weiter zu zerlegen: 
bis jetzt ist es aber noch nicht gelungen! Ob ausser 
den drei genannten Stoffen auch noch Pepton Bestandtheil der 
Milch ist, eine Behauptung, die namentlich Schmidt-Mithl- 
heim!) verficht, (er behauptet, Pepton in jeder untersuchten 
Milch stets priformirt gefunden zu haben), dariiber sind selbst 





1) Pfliiger, Arch. f. d. gesammte Physiol., Bd. XXVIII, S. 287, 1s82. 
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Autoritiiten auf diesem Gebiete nicht einig, Sebelien, Hof- 
meister,!) Arnold,?) Kirchner’) ete. Sebelien,*) dem 
wir liberhaupt bei der Analyse der Milch so manche Foérderung 
yerdanken, hat auch uber diese specielle Frage eingehende 
Untersuchungen angestellt und niemals, weder in frischer noch 
in alter, saurer Milch, von einer ganzen Heerde wie von ein- 
zelnen Kithen, zu keiner Zeit der Lactation auch nur Spuren 
yon Pepton nachweisen kénnen. Auf meine eigenen Erfahrungen 
iiber diesen Punkt komme ich spiiter zuriick. 

Bei dem grossen Interesse, das Chemiker und Physiologen 
yon jeher den Eiweisskérpern entgegengebracht haben, ist 
naturgemiiss die Zahl der zur Bestimmung und Isolirung der 
Kiweissstoffe vorgeschlagenen Methoden eine ausserordentlich 
hohe. Ueber ihre bBrauchbarkeit und Genauigkeit weist die 
Litteratur die verschiedensten Angaben auf. Ich habe mir 
nun die Aufgabe gestellt, im Folgenden zunichst die quantitati- 
ven Fillungseigenschaften einiger Mittel einer kritischen Be- 
obachtung zu unterziehen. 

Grundsitzlich habe ich bei allen folgenden Untersuchungen 
die gewichtsanalytische Bestimmung der Eiweissverbindungen 
vermieden. Wahrscheinlich sind naémlich, wie auch Sebelien®) 
angibt, die Mengenverhaltnisse, in denen die Reagentien sich 
mit den Eiweisskérpern verbinden, keineswegs constant, so 
dass die Feststellung des Gewichts des Niederschlags zu 
grossen Ungenauigkeiten fihren wiirde. Die Eiweisskorper 
rein darzustellen, also von ihrem Fiillungsmittel vollig zu 
trennen, ist sehr schwierig, vielfach unmdglich, so dass dann 
das Wigen Fehler im Gefolge haben wiirde. Schliesslich 
treten bei den hohen Temperaturen, denen die Eiweisskérper, 
um sie zu trocknen, von den verschiedensten Forschern 
unterworfen werden (125° C.), so leicht Zersetzungen und 
Umwandlungen ein, dass auch hierdurch Fehler bedingt sind. 


1) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. II, 5. 288, 

-) Jahresbericht der Thierchemie, 1881, S. 167. 

’) Beitrag zur Kenntniss der Kuhmilch ete. Dresden 1877, 8. 42 
+; Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XII, 3S. 153. 
3) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, 8. 
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Von diesen Erwigungen geleitet, habe ich nach Sebelien’s 
Vorschlage (oben) stets nur den Stickstoffgehalt der Eiwejss- 
niederschlige und der Filtrate mittelst der Kjeldahl’schen 
Methode festgestellt. Die vorher angefiihrten, bei der Gewichts- 
analyse leicht eintretenden Fehler sind bei dieser Methode 
vollig ausgeschlossen, so dass die Genauigkeit der Resultate in 
keiner Weise gefiihrdet ist. Unbeschadet ihrer Genauigkeit bietet 
dann diese Methode als wesentlichen Vortheil die Moglichkeit 
einer schnellen und bequemen Ausfiihrung einer grosseren An- 
zahl von Analysen resp. Untersuchungen. Bei der Wahl der 
Kjeldahl’schen Stickstoffbestimmungsmethode kam. selbstver- 
stiindlich eine ganze Gruppe von Fiallungsreagentien bei meiner 
Priifung von vornherein in Wegfall (z. B. Nitrate, Ammonium-, 
Cyanverbindungen, tiberhaupt alle solche Verbindungen, die Stick- 
stoff im Molekiile enthalten). Von den noch tibrigen Methoden 
habe ich nur die in der Fachlitteratur bekanntesten in den Be- 
reich meiner Untersuchungen gezogen. Die Reihenfolge, in der 
die Priifung der Fiillungsinittel erfolgen musste, war von selbst 
gegeben: Zuniichst hatte ich mein Augenmerk auf die Ver- 
bindungen zu richten, die im Stande sind, die Gesammteiweiss- 
korper der Milch niederzuschlagen, an zweiter Stelle mussten 
sich jene anschliessen, die eine theilweise Fiillung bewirken und 
eine Trennung und Isolirung der einzelnen Stoffe ermoglichen. 


I. Theil. 
Methoden zur Bestimmung des Gesammteiweisses. 
1. Methode: Fallung mit Gerbsaurelésung. 

Unter den Verbindungen, die die Eigenschaft haben sollen, 
die gesammten Etweissstoffe der Milch quantitativ abzuscheiden, 
ist die bekannteste die Gerbsiiure. Zuerst von Almen 
empfohlen,!) wurde sie dann von verschiedenen’ Forschern 
mehr oder weniger eingehend auf ihre Fiallungsfiihigkeit lu 


hd 
} 
1 
‘ 


untersucht. Ich nenne hier Liborius,?) Girgensohn?) un 
1) Upsala lakare forenings forhandlingar, 1870. 
2) Beitriige zur quantitativen Eiweissbestimmung, Diss. Dorpat 1571 
3) Beitrag zur Albuminometrie und zur Kenntniss der Tannin- 
verbindungen der Albuminate, Diss. Dorpat 1872. 
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Taraszkewiecz.!) Die Versuche der Genannten, eine maass- 
analvtische Bestummungsmethode mit Gerbsiiure zu finden (als 
Titerfliissigkeit benutzten sie eine Lésung, die 20 g Tannin, 
h00 eem. 8d°/oigen Alkohol und 37,5 cem. Eisessig im Liter 
enthiilt), mussten alle scheitern, da es sich herausstellte, dass 
das Tannin sich nicht constant mit denselben Gewichtseinheiten 
an das Eiweissmolekiil anlagere, sondern bald mehr, bald 
weniger Tannin zur Abscheidung der Eiweissstoffe verbraucht 
wurde. Taraszkewiez beobachtete z. B., dass zwei Parallel- 
bestimmungen in derselben Milch zur Fiillung gleicher Eiweiss- 
mengen zwar ein gleiches Quantum ‘Tannin erforderten:; die- 
selbe Tanninmenge schlug aber in einer anderen Milch mehr, 
in einer anderen weniger Eiweiss nieder. Die maassanalytischen 
Methoden mussten deshalb verlassen werden, und Taraszkewiez 
versuchte gewichtsanalytisch zum Ziele zu kommen, und zwar 
mit Erfolg. Es war niimlich moéglich, aus dem fett- und gerb- 
siiurehaltigen Eiweissniederschlage das Fett mit Petrolither 
und die Gerbsiure mit Alkohol rein auszuwaschen, so dass 
das reine Eiweiss gewogen werden konnte. Die Manipulationen 
zur Entfernung des Fettes und der Gerbsiure, des Trocknens 
und Wigens ete. fallen bei der Bestimmung des Stickstoffs, 
wie Kingangs erwahnt, fort, und ich hatte also mein Augenmerk 
nur darauf zu richten, ob in dem Gerbsiiureniederschlage wirk- 
lich alles Eiweiss enthalten war und beim Auswaschen darin 
verblieb. 

Mit reiner Gerbsiure allein erreichte ich, wie ein Vor- 
versuch ergab, eine quantitative Ausfiillung nicht, und = ich 
verwandte deshalb eine Mischung, die von Almén?) empfohlen 
wurde und so zusammengesetzt ist: 4 g Gerbsiiure, 8 ccm. 
25° sige Essigsiure, 190 ccm. 40—50°/oiger Alkohol. Diese 
Mischung habe ich bei allen hier angefiihrten Versuchen an- 
gewandt, und wenn ich spiiter der Kiirze halber nur von 
Gerbsiiure oder Tannin spreche, so ist darunter immer 
nur die Almén’sche GerbsiurelOsung zu verstehen. Die 


Einige Methoden z. Werthbestimmung der Milch. Diss. Dorpat 1873. 
*) Citirt nach Sebelien, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, 


>. 143, Anmerkung. 
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Eiweissbestimmung wurde dann in folgender Weise ausgefiihrt: 
10 ecm. Kuhmilch, deren Gewicht jedesmal ausdriicklich fest- 
gestellt wurde, wurden nach Verdiinnung mit 100 cem. destillir- 
ten Wassers mit einem Ueberschuss der Gerbsiuremischung 
(15 cem. gentigten in normaler frischer Milch immer) versetzt. 
Dann wurde mit einem Glasstabe kraftig umgeriihrt und einige 
Stunden stehen gelassen. Der Niederschlag setzte sich in 
kleinen Flocken gut ab, so dass die tberstehende Flissigkeits- 
schicht vollig klar war. Es wurde decantirt und schliesslich 
der Niederschlag aufs Filter gebracht und mit kaltem Wasser 
ausgewaschen. Das Filtriren ging verhiiltnissmiissig schnell 
von Statten, wenn nur die Vorsicht beobachtet wurde, den 
Niederschlag rechtzeitig von den Filterwandungen abzu- 
spritzen, so dass er sich daran nicht festsetzen und die Poren 
des Filters verstopfen konnte.  Liisst man diese Vorsicht ausser 
Acht, so setzt sich der Niederschlag fest an und _ stellt eine 
fiir Wasser wenig durchliissige, zusammenhiingende Schicht 
dar, die das Auswaschen stark verzigert. Das Filtrat war 
immer klar und zeigte auf Zusatz von GerbsdurelOsung oder von 
Phosphorwolframsiure auch nach liingerem Stehen nicht die 
geringste ‘Triibung. Im Filtrat hatte nun noch eine Priifung 
auf Stickstoff zu erfolgen. Zu dem Zweck wurde dasselbe in 
Hoffmeister’schen Glasschiilchen auf dem Wasserbade ein- 
geengt und der Riickstand mit den zertriimmerten Schilchen 
in die Stickstoffaufschliessungskélbchen gebracht und die Stick- 
stoffbestimmung darin ausgefiihrt. Die Verwendung der Hott- 
meister schen Schiilchen hat vor dem Eindampfen in Porzellan- 
schalen oder Bechergliisern den grossen Vorzug, dass man bei 
der Ueberfiihrung in die Zersetzungskolben die Substanz nicht 
mit Wasser nachzuspiilen braucht, wobei man zuviel Fliissig- 
keit bekommen wiirde, die wieder verdampft werden musste, 
und dass jeder, auch der geringste Substanzverlust aus- 
geschlossen bleibt. 

Die Gerbsiiure soll nur dann gute Resultate liefern.' 
wenn geniigend Salze in der Milch vorhanden sind. Paralle!- 


1) Sebelien, l. c. S. 144. 
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yersuche theils mit, theils ohne Zusatz von gesiittigter Magnesium- 
sulfat- oder Kochsalzlosung zeigten tibereinstimmende Werthe, 
woraus zu schliessen ist, dass normale Milch geniigende Salz- 
mengen besitzt, dass durch Gerbsiiure die Eiweissstoffe nach 
oben beschriebener Methode quantitativ abgeschieden werden. 
Zum Beweise fur diese Behauptung lasse ich hier einige Bei- 
spiele folgen. Beilaufig sei bemerkt, dass die Milch, die ich 
hei meinen saimmtlichen Versuchen verarbeitete, entweder von 
der Strasse aufgekauft oder dem Viehstall des landwirthschatft- 
lichen Universitiitsinstituts enthnommen war, in beiden Fiillen 
also nicht die Milch einer einzelnen Kuh, sondern Sammelmilch 
yon mehreren Kiihen darstellte. Die Wahrscheinlichkeit, 
normale Milch zu haben, war so grésser, als wenn ich bei- 
spielsweise ein Gemelk einer einzelnen Kuh analysirt hiitte. 
Von den hier folgenden Proben sind a, b und ¢ mit je 2 cem. 
kalkgesiittigter MgSO,-Lésung versetzt und dann wie sonst be- 
handelt, d, e und f sind ohne diesen Zusatz untersucht. 


Differenz 
a = 0,5206°%o N d = 0,5206°/o N + 0% N 
b = 0.5181°%o >» e = 0,5181 °/o + 0% 
Cc - ().4779%o >» f = 0,4754°'» — (),0021°o N. 


Die Differenzen sind also, wo tiberhaupt vorhanden, so 
gering, dass man sie vernachlissigen kann. 

Auch blieb die Uebereinstimmung der Resultate dieselbe, 
ob ich die Probe mit 50 ccm. oder mit 100 cem. Wasser 
vor der Fiallung versetzte. Da aber der Niederschlag bei einer 
Verdiinnung mit 100 ccm. Wasser sich besser absetzte und 
das Filtriren nicht léinger dauerte, so habe ich spiiter die 
Analyse stets nach Verdiinnung mit der zehnfachen Menge 
Wasser ausgefiihrt. Die Proben a, b, e, d sind mit 50 cem., 
e, f, gy h mit 100 ccm. Wasser verdiinnt: 


Differenz 


a = 0.5456 % N e = 0,5414°)) N — 0),0042°/o N 
b = 0,5181 °/o f = 0.5181) » + (°>) N 
C = 0,4754°/o g = (),4734°/o — (,0020". N 
d = 0,4990°/o » h = 0,4990°o ; + 0% N. 


Kin Einfluss der verschiedenen Behandlung der Milch 
aul die Resultate liisst sich auch hier nicht constatiren. 
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Ausser der Stickstoffbestimmung des mit Gerbsiiure er- 
zielten Niederschlages und des Filtrates wurde stets in einer 
besonderen Probe eine direkte Bestimmung des gesammten jn 
der Milch befindlichen Stickstoffs vorgenommen, indem in die 
Kjeldahlk6lbchen unmittelbar 10 cem. Milch, deren Gewicht 
natiirlich festgestellt wurde, hineinpipettirt und bestimmt wurden, 
Hierdurch hatte ich stets eine schnell zu erlangende und nicht 
gut zu entbehrende Kontrolle fiir die Brauchbarkeit der ge- 
wonnenen Zahlen. Falls richtig gearbeitet ist, darf die Summe 
des Niederschlagstickstoffs und des Filtratstickstoffs nicht 
erheblich unter oder tiber dem direkt ermittelten Gesammi- 
stickstoff bleiben. Kleine Differenzen werden sich selbst- 
verstiindlich auch bei peinlichster, sorgfiiltigster Arbeit) nicht 
vermeiden lassen. wenn sie nur innerhalb der = zuliissiven 
Fehlergrenze bleiben. Dass diese Grenze nicht itiberschritten 
ist, beweisen die in angehiingter Tabelle I aufgefiihrten Zahlen. 
Die Schwankungen betragen nur ein Geringes tiber 0.01% 9 NX, 
in einem einzigen Falle, den ich vielleicht ebensogut  hiitte 
ausscheiden kénnen, 0,02°o N. Dass der durch Summiren 
des Eiweissstickstoffes und Filtratstickstoffes erhaltene Stickstolf, 
mit einer einzigen Ausnahme, immer um ein Geringes” hoher 
ist, als der aus der Gesammtstickstoffbestimmung gefundene, 
liisst sich leicht erkliren, einmal dadurch, dass der Eiweiss- 
niederschlag auf offenem Filter in der gewoOhnlich NH,-haltigen 
Laboratoriumsluft leicht Spuren von Stickstoff aufnehmen kann, 
dann auch daraus, dass Fallungsmittel und Filter geringe 
Spuren Stickstoff enthielten, wovon eine blinde Bestimmung 
mich tiberzeugte. 

Diese Stickstoffspuren waren allerdings so geringtiigig, 
dass ich sie nicht ausdriicklich mit in Rechnung gebracht 
habe. Wie vorhin erwihnt, war nie in der vom Ejiweiss- 
niedersehlag abfiltrirten klaren Fliissigkeit, weder auf weiteren 
Zusatz von Gerbsiiure, noch auch von Phosphorwolframsiiure. 
selbst wenn das Filtrat eingeengt wurde, die geringste Triibung 
zu bemerken. Und doch zeigte sich das Filtrat bei der 
Stickstoffbestimmung immer, ohne Ausnahme, als 
stickstoffhaltig. 
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Die Anwesenheit dieses Stickstoffes im Filtrate kann nur 
auf drei Ursachen zurtickgefiihrt werden. Entweder waren die 
Gerbsiiure und Phosphorwolframsiiure nicht im Stande, die 
Kiweissk6rper absolut quantitativ zu entfernen, und man hiitte 
es also mit der Fiillung entgangenem Eiweissstickstoff zu thun. 
Sebelien!) hat nun aber in den Fiillen, in denen er reine 
EiweisslOsungen verwandte, das Eiweiss mit Gerbsiiure so voll- 
stiindig niedergeschlagen, dass die Filtrate vollig stickstofitrei 
waren, und damit bewiesen, dass keine Spur Eiweiss der Gerb- 
siinrefiillung entgeht. Der im Filtrat bei mir vorhandene Stick- 
stoff war demnach, da ein Grund, an Sebelien’s Beweisfiih- 
rungen zu zweifeln, nicht vorlag, kein eiweissartiger. Zweitens 
konnte der von mir im Filtrat gefundene Stickstoff von dem 
angewandten Fiillungsmittel herriihren. Blinde Bestimmungen, 
die mit grésseren Mengen Almén’scher Lésung und auch mit 
den anderen spiter verwandten Reagentien angestellt wurden, 
ergaben, dass diese vollig stickstofffrel waren oder nur ganz 
ausserordentlich geringe Spuren enthielten, so dass sie garnicht 
in Betracht kamen. Es blieb also nur eine dritte Erkliirung 
iibrig, dass sich ausser den eigentlichen Eiweisskorpern 
noch andere stickstoffhaltige Verbindungen in der 
Milch befinden, sogenannte Extractivstoffe. Und in der 
That ist auch von verschiedenen Forschern eine ganze Keihe 
von nicht eiweissartigen stickstoffhaltigen Korpern in der 
Kuhmilch entdeckt worden. So wies Hoppe-Seyler das 
Lecithin?) und das Leucin?) nach, Schmidt-Mihlheim?) das 
Hypoxanthin, von Lefort®) den Harnstoff, Th. Weyl) das 
Kreatin, Commaille*) das Kreatinin, Musso das Schwefeleyan- 
oder Rhodannatrium.’) 


1) Hoppe-Seyler, Zeitsehr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, S. 146, 


2) Hoppe-Seiler, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1881, 5. 275. 
3) Arch. f. pathol. Anatomie u. Physiologie, Bd. 17, 5. 437. 
4) Pfliiger’s Arch., Bd. 30, S. 383. 

°) Jahreshericht der Chemie, 1866, S. 747. 

6) Bericht der deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 11, 5. 2176. 
7) Jahresbericht der Chemie, 1868, 3. 828. 


‘) Jahresbericht der Thierchemie, Jahrg. 1877, S. 168. 
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Schlossmann!) behauptet, die Extractivstoffe seien noch 
eine «terra incognita», und fiir ihr <obligatorisches Vorhanden- 
sein» in absolut frischer Milch sei ein unanfechtbarer Beweis 
noch nicht gebracht worden. Er begriindet diese Ansicht 
damit, dass er bet seinen Untersuchungen, sei es, dass er 
die gesammten Eiweissstoffe mit Gerbsiiure, sei es, dass er 
sie nach dem von Munk modificirten und mit der Stutzer’schen 
Cu-Methode combinirten Ritthausen’schen Verfahren fiillte, 
sel es, dass er die Eiweissstoffe Casein und Albumin einzeln 
entfernte, hiiufig das Schlussfiltrat stickstofffrei fand, in 
anderen Fiillen aber stickstoffhaltig, «doch war das 
die Ausnahme». Er legt es nahe, dass im letzten Filtrat 
befindlicher Stickstoff leicht von dem verwendeten Fiillungsmitte! 
herriihren kénne. Die Gerbsiiure k6nne, wie bei ihrer Pro- 
venienz leicht erklirlich, mit stickstoffhaltigen Bestandtheilen 
verunreinigt sein. Da dieser Einwand, wie die in der Gerbsiiure 
ausgefiihrte, oben erwahnte Stickstoffbestimmung bewiesen hat, 
bei meinen Versuchen keine berechtigung hat, so glaube auch 
ich annehmen zu miissen, dass der stets vorhandene Rest- 
stickstoff auf die Extractivstoffe zuriickzufiihren ist. Moégen 
nun auch nicht alle eben aufgeziihlten Extractivkorper in 
frischer Milch vorkommen, eigene Erfahrungen dariiber fehlen 
mir. so werden doch einige von thnen so stark vertreten 
sein, dass dadurch die Hohe des im letzten Filtrate vorhandenen 
Stickstoffes thre Erkliirung findet. Die Menge des Extractivstick- 
stoffes ist durchaus nicht constant, sondern sie ist verhiiltniss- 
miissig erheblichen Schwankungen unterworfen. Schmidt- 
Miithlheim fand in dem Restfiltrat, und Sebelien beobachtete 
dasselbe,?) im Allgemeinen 40—50 mg Stickstoff ftir 100 ccm. 
Milch, eine Erfahrung, die durch meine Zahlen (siehe Tabelle | 
vollstiindig bestiitigt wird. Aus der Tabelle geht aber weiter 
hervor, dass der Stickstoff bis auf und unter 30 mg in derselben 


1) Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XN1! 
s. 200. (Diese letzteren Litteraturangaben sind theilweise, wo ich «das 
Original nicht in Hiinden gehabt habe, nach «<Stohmann Milch- und 
Molkereiprodukte 1898 Seite 84> citirt.) 

2) Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XIE, 5. toh 
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Menge Milch sinken kann, die niedrigste Zahl ist 24,5 mg, und 
ich mochte auch die Erklirung Sebelien’s (seine Zahlen gehen 
bis auf 30 mg zuriick), dass diese niedrigen Werthe nicht etwa 
auf ungeniigendes Auswaschen des Gerbsiiureniederschlages 
zuriickzutiihren seien, zu der meinigen machen. Die im zweiten 
Theile dieser Arbeit ausgefiihrten Analysen von Colostrum 
hestiitigen ferner die Behauptung Sebelien’s, dass das 
Colostrum in 100 ccm. bis zu 80 mg nicht eiweissartigen 
Stickstoff enthalten kann. (Tabelle IV.) 

Will man also den stets im Filtrat noch vorhandenen 
Stickstoff auf Rechnung nicht eiweissartiger Verbindungen, der 
Extractivstoffe, setzen, wozu man nach den angefiihrten That- 
sachen ohne Zweifel veranlasst ist, so muss man zu dem 
Schlusse kommen, dass man in der Gerbsiiure, angewandt in 
der Almén’schen Mischung, ein Mittel besitzt, die Gesammt- 
eiweissstoffe der Milch scharf und quantitativ auszufiillen. 
Hieraus geht aber auch hervor, dass wir bei vergleichenden 
Untersuchungen in den mit Gerbsaure erhaltenen Zahlen einen 
Maassstab fiir die Genauigkeit und Brauchbarkeit der nach 
anderen Methoden gefundenen Zahlen besitzen. Aber nicht 
erst bei der Vergleichung der Resultate, schon bei der Aus- 
tiihrung der Fiillung der Eiweisskorper mit einem anderen Eiweiss- 
reagens, kénnen wir vermittelst der Gerbsiure einen Schluss 
auf den Grad der Vollstiindigkeit der Abscheidung machen. 
bringt niimlich die Gerbsiiure in den Filtraten, die von mit 
anderen Mitteln erzeugten Niederschliigen herriihren, eine stick- 
stoffhaltige Fallung oder Triibung hervor, so ist eben das Ei- 
weiss nicht vollig niedergeschlagen worden. Man braucht also 
mit Gerbsiiure nur die Probe zu machen. Andererseits muss 
man sich aber vor der Folgerung hiiten, dann eine Fiillung 
‘lir quantitativ zu halten, wenn die Priifung des Filtrates mit 
Gerbsiiure negativ verliiuft. Es wire niimlich denkbar, dass 
das in der Loésung vorhandene, zuerst angewandte Eiweiss- 
reagens die fallende Wirkung der Gerbsiure, auch bei noch 
Vorhandenem Eiweissrest, hemmt und schliesslich aufhebt. 
Man muss dann schon den Stickstoff des Filtrates bestimmen 
und kann aus der Hohe des Extractivstickstoffes auf die quanti- 
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tativen Eigenschaften des zu priifenden Mittels schliessen. Diese 
Handhabung ist denn auch bei den weiteren vergleichendey 
Untersuchungen nie unterlassen worden. 


2. Methode: Fallung mit Phosphorwolframsaure. 


Als ebenso bequem und leicht in ihrer Anwendung, wie 
genau und scharf in ihren Ergebnissen im Vergleich mit dey 
Gerbsiiure, hat sich in zweiter Linie die Phosphorwolframsiiure 
erwiesen. Wiederum ist es Sebelien (1. ¢.), der uns in aller 
Kiirze iiber die Fiillungseigenschaften dieser Siure berichtet 
und die Vorsehrift zur Bereitung der Losung, mit der auch 
ich meine Versuche angestellt habe, angibt: «1 Theil kryst. 
Phosphorwolframsiiure wird in fiinf Theilen Wasser unter Zu- 
satz von 2°/o concentrirter Schwefelsiure gelést». Dieser Zu- 
satz yon Schwefelsiiure ist unbedingt erforderlich, da die Phos- 
phorwolframsiiure nur in salzsaurer oder schwefelsaurer Losung 
quantitativ fiillt. Ueber die genauere Ausftihrung der Methode. 
vor Allem iiber die zu verwendende Siituremenge, fand ich keine 
Angaben. Ich verfuhr deshalb analog mit der Gerbsiiuremethode. 

10 cem. Mileh wurden mit 100 ccm. Wasser verdiinnt 
und in der Kiilte unter Umriihren mit Phosphorwolframsiiure- 
ldsung versetzt. Der Niederschlag setzte sich nach einigem 
Stehen feinfloeckig ab und konnte leicht filtrirt und mit kaltem 
Wasser ausgewaschen werden. Das Auswaschen war gentigend, 
wenn die abtropfende Fliissigkeit keine Schwefelséure mehr 
aufwies. Ueber die zur Fiillung erforderliche Menge des Siiure- 
zusatzes gaben einige Versuche, deren Ergebnisse hier folgen 
mogen, Aufschluss. Die Proben a und b erhielten je 5 ccm. 
ec und d je 3 ccm., e, f, g und h je 2 cem. Phosphorwoltram- 


siiturelosung. 
Differenz. 


_{a = 0,4928°%o N. e = 0,4887°'o N. — 0,0041° 0 N. 
Lb = 0,5098% » SJ f = 0,5098%o >» + 0 
{fc = 0,5414%o > “|g = 0,5414% >» + 0 
"Vd = 0.526490 » h = 0,5223°/o » — 0,0041°%o N. 





2 cem. Fiillungsmittel sind demnach zu einer quantitative! 
Abscheidung vollig ausreichend, aber auch ein Ueberschuss, 
die Resultate in keiner Weise. 


3 und 5 cem., verschlechtert 










































Beitrag zur Kenntniss der Eiweisskérper der Kuhmilch. 


Der Phosphorwolframsiureniederschlag enthilt denselben Stick- 
stollgehalt, wie der in Kontrollproben mit Gerbsiiure hervor- 
cerufene. Das Filtrat ist absolut klar und bleibt es auf Zusatz 
yon Phosphorwolframsaure und auch von Gerbsiiure. Die 
Bestimmung des im Filtrat noch befindlichen Stickstoffs stimmt 
iiberein mit dem Extractivstoffe der Kontrollproben. Der grésste 
Unterschied zwischen beiden Methoden betriigt bei Gesammt- 
eiweissstickstoff 0O,0068° 0 N, bei Extractivstickstoff O,CO41 » N, 
liegt also innerhalb der unvermeidlichen (erlaubten) Fehlergrenze 
siehe Tabelle I). 


3. Methode: Fallung mit Trichloressigsiaure. 


Kin Referat einer Arbeit von Dr. Fr. Obermayer «Ueber 
die Anwendung der Trichloressigsiiure in der physiologisch- 
chemischen Analyse, Wiener medic. Jahrbiicher 1888, Seite 375, 
welches ich in der Zeitschrift fiir analytische Chemie, Band XXIX, 
Seite 114, las, enthélt die Angabe: «Trichloressigsiiure fillt echte 
Fiweissstoffe in Gestalt von in Siiuren und Salzen, sowie beim 
Erhitzen unléslichen Flocken.» Ferner: «Um eine quantitative 
Ausfiillung von Eiweiss mit Trichloressigsiure zu erzielen, be- 
darf es eines Ueberschusses derselben. Nach wiederholtem 
Waschen mit siiurehaltigem Wasser und sehr soregfiiltiger 
Extraction mit Alkohol und Aether bleibt das Eiweiss zuriick, 
das nun getrocknet und gewogen wird. In der Milchanalyse 
kann die Trichloressigsiiure zur Gesammtbestimmung der Ei- 
weisskOrper nur bei der Kuhmilch benutzt werden, da_ sich 
das Casein der Frauenmilch im Ueberschuss der Siiure zum 
Theil wieder lést.» Das Original der Obermayer’schen Ver- 
Offentlichung (die med. Jahrbiicher) war mir zu der Zeit, als 
ich meine Versuche anstellte, nicht zugiinglich, und ich war 
deshalb, da dies aus dem Referat nicht hervorging, iiber die 
nihere Ausfiihrung der Methode, vor Allem iiber die passende 
Concentration der zu verwendenden Trichloressigsiiure, im Un- 
Klaren, Spiiter gelangte ich in den Besitz der Obermayer’schen 
Originalarbeit, konnte aus ihr aber auch nur mit Wahrschein- 
lichkeit entnehmen, dass er eine Trichloressigsiiure in der 
Concentration von 2:1 verwandt hat. 
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Kine Losung von 1 Theil krystall. Trichloressigsiure jy 
zwei Theilen Wasser schien mir eine durchaus  geniigende 
Concentration zu besitzen, und ich verfuhr nach einigen Ver- 
suchen, die eine energisch gerinnende Wirkung der Siiure 
zeigten, folgendermassen: 10 ccm. Milch wurden nach Ver- 
diinnung mit 100 cem. Wasser mit Trichloressigsiiure unter 
lebhaftem Umrihren versetzt. Schon auf Zusatz einiger Tropfen 
trat eine Gerinnung der Eiweissstoffe ein, um aber einen Ueber- 
schuss an Siiure im Gemisch zu haben, wurden im Ganzen 
» cem. hinzugefiigt. Das Coagulum setzte sich in feinen weissen 
Klocken ab, ohne dass die iiberstehende Fliissigkeit sich vollig 
eekliirt hiitte. Das Filtriren und Auswaschen mit_ trichlor- 
essigsiiurehaltigem Wasser nahm nur kurze Zeit in Anspruch, 
Stets erhielt ich jedoch ein triibes Filtrat, in dem Gerbsiiure 
eine erneute Fiillung hervorrief. Die Stickstoffbestimmung des 
Trichloressigsiureniederschlages ergab gegeniiber der Gerb- 
siiture- und Phosphorwolframsiuremethode zu niedrige Werthe, 
und zwar um so viel, als in dem im Filtrat mit Gerbsiiure 
erzeugten Niederschlag gefunden wurde. Ein Beispiel moge 
zum Beweis dieser Thatsache gentigen: 

Gerbsiure : Trichloressigsiiure : 
Gesammt-Eiweiss N. . 0,70835°/o N. 0.645090 N. 
0064590 > 
Extractiv-N. 2... 0,0413°%o 0,0413° 0 
Summa .. «+. » » CPaae* se &. 0,73508°/o N, 

*) Mit Gerbsaure im Filtrat gefallt. 

Auch bei Vermehrung des Trichloressigsiiurezusatzes [ral 
ein merkbar giinstigeres Resultat nicht ein. Da ich annelhmen 
musste, dass die Concentration der Siiure noch keine geniigende 
wiire, so suchte ich diese dadurch zu erhdhen, dass ich 21 
zwei Proben unverdiinnter Milch 5 cem. Trichloressigsiiure 
(1:2) hinzufiigte. Gleichzeitig wurden zwei andere Proben 
mit 50 cem. Wasser verdiinnt und wie vorher mit 5 ccm. 
Trichloressigsiiure gefillt. Der Erfolg war ein iiberraschender: 

Wiihrend es niimlich sonst bei Eiweissfiillungen in det 
Milch ein unbedingtes Erforderniss ist, die zu analysirenden 
Proben stets mit einigen Volumen Wasser zu verditnnen, 
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wenn man Utberhaupt quantitative Eiweissabscheidungen er- 
vielen will, gelangte ich dagegen wider Erwarten mit 
der Trichloressigsiure in unverdiinnter Milech zu 
hesseren Resultaten. Die Filtrate waren jetzt vollig klar 
und blieben es auch auf weiteren Zusatz von Trichloressig- 
siure. Gerbsiiure oder Phosphorwolframsiure riefen aber stets, 
oft allerdings erst nach langerem Stehen, eine geringe Opales- 
cenz hervor. Die Resultate stimmten mit den nach der Gerb- 
sjiuremethode erhaltenen ganz gut tiberein, und Verluste waren 
durch die Zahlen nicht zu constatiren. Es konnten demnach 
nur Spuren von Eiweiss der so vorgenommenen Fiillung ent- 
vangen sein. Einige Beispiele mégen die Ergebnisse der Ana- 
lvsen in verdiinnter und unverdiinnter Milch im Vergleich mit 
der Gerbsiituremethode erliutern: 


Trichloressigsiure: Gerbsaure: 
unverdiinnte und verdiinnte Probe. 

Fiweiss-N . . . 0.5403°/o = 0,5041 °/o N. 0.5456 °/o N. 
0.0370 %o » *) 

Rest-N . .. . 0,0332°o == 0,0332°o » 0.0332 °/o » 

Summa .. + 0,5735°o = 0,5743°/o N. 0.5788 °/o N. 

2. 

Ges.-Eiweiss-N . 0.4907 °/o = 0,4454°%/o N, 0.4948 Jo N. 
00,0412 °/o » *) 

Rest-N . . ~ e 0.4 307 9/9 — O.O5¢ 7 ¥v 0 » 0.0289 ° 0 p 

summa ... 0,5214°%o = 0,5173°o N. 0,5237 °/o N. 

Ges.-Eiweiss . . 0,5185°/o = 0,4749°/o N. 0.51859) N. 
0,0518 9/0 >» *) 

Rest-N . . . . 0,0373°% = 0,0331%o » 0.0332 °/o 
Summa .. . 0,3358°/o == 0,5598 °/o N. O,d517 Jo N. 


Im Filtrat mit Gerbsaure gefalit. 

Na ich in der unverdiinnten Milch mit Trichloressigsiure 
“0 gute Resultate erhielt, der Beweis also erbracht war, dass 
die Trichloressigsiiure iiberhaupt die Eiweissstoffe vollig zu 
éllen vermochte, so versuchte ich auch in der verdiinnten 
Mich ein gleiches Ergebniss durch Steigerung des Siiure- 
zusatzes zu erhalten. Es wurden nebeneinander angesetzt: 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL 31 
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2 Proben unverdiinnt mit 5 cem., 2 Proben  verdiinnt inj 
10 com. Trichloressigsiiure und als Kontrollversuche fiir beide 
2 Proben mit Gerbsiiure. Das Ergebniss war folgendes: Die 
Filtrate der vier Trichloressigsiéurefillungen waren alle kjay 
und blieben klar auf weiteren Zusatz desselben Fillungsmittels, 
Setzte ich aber eine kleine Menge Gerbsiiure zu, so trat )ej 
allen eine vollig gleichmiissige, geringe Opalescenz ein. |e 
anderen, genau so ausgefiihrten Versuchen konnte ich die- 
selben Beobachtungen wiederholen. Die Filtrate waren imme 
klar, zeigten aber auf Zusatz von Gerbsiiure — die Phosphor- 
wolframsiiure verhielt sich ebenso — eine oft erst nach liingerem 
Stehen wahrnehmbare Opalescenz. Da die Resultate, wie 
einige gleich anzufiihrende Beispiele zeigen werden, gut tii 
den Kontrollversuchen tibereinstimmten, so muss man zu dem 
Schluss kommen, dass die Gerbsiiure und die Phosphorwolfram- 
siiure selbst so geringe Spuren von Eiweiss nachzuweisen ver- 
mogen, dass es mit der Kjeldahl’schen Methode nicht melu 
moglich ist, sie zu bestimmen. 


L. 


Trichloressigsiure : Gerbsiiure 
unverdiinnt 5 ccm, verdiinnt 10 ccm. 
Ges.-Eiweiss . . 0,4773°%o N = 0,4754°70 N. = 0,4775°%o N 
Rest ... « - 09,0329 %o - 0,0329% » = 0.02882 4 
Summa - 2 Ss O.D1L04°/9 N == 0.5083 ° 0 N. = 0.5063 ” ) N 
2. 
Ges.-Eiweiss oe 049-48 . 1) N — 0.4948 8 o N. = 0.4990 ° 0 N 
Rest .... . 0,0359% » = 0,0359°%o » = 0,0371°%o 
Summa .. . 0,5307°/0 N = 0,5307°/o N. = 0,5361°o N 
s)> 
oo. 
Ges.-Eiweiss . . 0.5016°/o N = 0.50162. N. = 0,5030°/0 N 
Gerbs.-Ndschlag. 0,0082°/o »*)== 0,0082°/0 » *) 
Rest ...« «. O00386%o0.» = O0836°%.s >» = O004607"/o 
Summa .. . 0,5424°%o N = 0,5424°9o N. = 0,5437°/o N 


*) Hier war mit Gerbsiure im Filtrat ein noch filtrirbarer Niederschlag « 

Spiiter habe ich die Concentration der Trichloressig=iiwe 
auf 1:1 erhéht, ohne dass jedoch das Ergebniss bei der be- 
stimmung ein anderes geworden wire. 
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Da nun, wie aus dem Gesagten erhellt, die Trichloressig- 
siure mit unverdtinnter Milch vorziigliche Resultate liefert, so 
wird man zweckmiissig bei Eiweissbestimmungen 
nach dieser Methode die Austtihrung in unverdiinnter 
Milch der in verdiinnter Milch vorziehen, da einmal 
eine Operation, das Verdiinnen, erspart wird, und dann auch 
das Filtriren und Auswaschen weniger Zeit beansprucht. 


4. Methode: Fallung mit Kupfersulfat (nach Ritthausen). 


Die Salze fast aller schweren Metalle haben die Eigen- 
schalt, mit Eiweiss unlésliche Verbindungen einzugehen, und 
die Litteratur zahlt von ihnen eine ganze Reihe auf, die sich 
als quantitative Fiillungsmittel fiir Eiweiss erwiesen und be- 
wilrt haben sollen, z. 8. Kupfersulfat und -acetat, Eisen- 
chlorid und -acetat, Quecksilberchlorid, basisches und neutrales 
Bleiacetat, Zinksulfat und endlich Salze von Platin, Cobalt und 
vielen anderen Metallen. Von diesen vielen Salzen habe ich 
nur das Kupfersulfat in den Bereich meiner Untersuchungen 
sezogen, weil es mir nach den vielen Litteraturangaben als 
das zuverliissigste und am leichtesten zu handhabende Eiweiss- 
reagens erschien. Eine sehr gute und brauchbare Methode 
mit diesem Kupfersulfat hat Ritthausen!) ausgearbeitet und 
emplohlen: «10 cem. Milch werden mit der zwanzigfachen 
Menge Wasser verdiinnt, mit 5 ccm. Kupfersulfatlbsung versetzt, 
und dann wird so viel verdiinnte, der Kupfersulfatlbsung daéqui- 
valente Natronlauge (10,2 g auf 1 Liter) hinzugefiigt, dass das 
Gemisch neutrale, eher ein wenig saure als alkalische Reaction 


zeigt.» Ritthausen schreibt vor, eine Kupfersulfatlosung zu 
verwenden, die 63,5 g reines krystallisirtes CuSO, im Liter 


enthalt. Fleischmann?) gibt 69,28 g CuSO, an und Munk‘) 
endlich spricht von 103,9 g reinen Kupfervitriols im Wasser 
zi einem Liter gelist (105,9 g wiirden demselben Aequivalent 
wie 63.5 g entsprechen, ohne Krystallwasser gelOst). Ich 


t a] 


1; Journal fiir praktische Chemie [2], Bd. 15, 5. 329. 
~; Lehrbuch der Milchwirthschaft, Il. Auflage, 1898, S. 122. 
3) Archiv fiir pathol. Anatomie u. Physiologie, Bd. 134, 5. 514, 


Jahre. 1893. 
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habe mich an Ritthausen’s Vorschrift gehalten und 
63,5 g zum Liter gelOst. Bei neutraler Reaction setzt sich 
der Niederschlag gut ab, und das Filtrat enthélt kein gelistes 
Kupfer mehr. Nach dem Absetzen wird filtrirt und mit kaltem 
Wasser nachgewaschen. Die weiteren von Ritthausen zyp 
Austiihrung der Gewichtsanalyse vorgenommenen Operationen, 
wie Entfetten, Trocknen, Veraschen, Wigen etc. kommen 
selbstverstiindlich bei der Stickstoffbestimmung des Kupfer- 
eiweissniederschlages nach Kjeldahl nicht in Betracht. Auch 
der Fehler, der der gewichtsanalytischen bestimmung, wie 
Stenberg!) nachwies, anhaftet, insofern, als das Cu(OH), bei 
125° nicht alles Wasser abgibt, sondern erst beim  Gliihen, 
und die Zahlen fiir Eiweiss in Folge dessen zu hoch ausfallen, 
wird umgangen, und man kommt mit der Kjeldahl ’schen 
Stickstoffsbestimmungsweise bedeutend schneller zum Ziel. Das 
Filtrat des leicht filtrirbaren Niederschlages war immer villig 
klar und erfuhr durch Gerbsiiure keinerlei Triibung; da auch 
der Stickstoffgehalt, sowohl des Eiweissniederschlages als auch 
des Filtrates, in der sonst vorhandenen Hohe sich hielt, so 
war das ein Beweis fiir die Genauigkeit und Vollstiindigkeit, 
mit der sich nach dem Ritthausen’schen Verfahren die 
Kiweissstoffe aus der Milch entfernen lassen. Einige Zahlen 
modgen hierftir als Beleg dienen. 








i, 
Ritthausen: Gerbsaure: 
Fiweiss ... . 0,4419°%o N = 0,4419%o N. 
Rest oa ee Ss @ 0.0317 °/o ; = 0.0295 ° 0 » 
Summa .. . 0,4736% o N = 0,4714°0 N. 
>. 
Ges.-Eiweiss .. 0.5981°}o N = 0.5981 °/o N. 
Rest Z . rs - 5 ‘ 0.0489 °/5 > sa 0.0467 v Oo > 
Summa... 0,6470°%o N = 0,6448° 0 N. 
3. 
Ges.-Eiweiss . . 0,4946° 0 N == 0.49229 N. 
Rest ° 7 . e e e 0.0272 0 0 >_——= 0,0317 ° 0 
Summa ... O.5218°/o N = 0,5239°. N. 


1) Nordisk medicinsk Arkiv, 1882. 
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Kine bessere Uebereinstimmung in den Resultaten zweier 
yerschiedener Methoden, als sich aus den obigen Beispielen 
ergibt, ist kaum denkbar und das Ritthausen’sche Verfahren 
ist. was Genauigkeit anbetrifft, dem Gerbsiiureverfahren villig 
gleich zu stellen, nur bietet seine Ausfiihrung eine Schwierig- 
keit. und zwar liegt diese darin, dass es oft nicht leicht ist, 
cenau das richtige Maass beim Natronlaugezusatz einzuhalten, 
nicht zu wenig und nicht zu viel. Bei alkalischer Reaction 
des Gemisches bleiben niimlich Theile des Eiweisses, Casein- 
kupfer, in L6sung und entgehen der Fillung, auch erfolgt kein 
cutes Absetzen des Niederschlages. Bei stark saurer Reaction 
erfolgt zwar ein schnelles Absetzen, aber es kénnen dadurch, 
dass viel tiberschiissiges Kupfer gelést bleibt, Ungenauigkeiten ent- 
stehen, indem dann nicht alles Eiweiss ausgefillt wird, ein geringer 
Siiuretiberschuss beeintriichtigt dagegen die Genauigkeit der 
Bestimmung nicht. Zur Erleichterung des Neutralisirens ist der 
sehr zweckmiissige Vorschlag gemacht worden, Phenolphtalein 
als Indicator zu der verdiinnten Milch hinzuzufiigen. Man liisst 
bis zum eben bemerkbaren Farbenumschlage die verdiinnte 
Natronlauge tropfenweise zufliessen. Trotzdem dann durch 
Lackmus noch keine Alkalitiét nachweisbar ist, erfolgt kein 
gules Absetzen: fiigt man nun aber nach Pfeiffer’s Vor- 
schlag?) einige Tropfen sehr stark verdiinnter Salzsiiure hinzu, 
<0 tritt ein rasches, vollstiindiges Absetzen ein. Ritthausen 
fand im Filtrat als Reststickstoff nur 0,02°o N. Da _ die 
Kupfersulfatlisung nicht im Stande ist, irgend einen der stick- 
stolfhaltigen Extractivstoffe abzuscheiden, so erscheint mir 
(dieser Befund ein etwas zu niedriger zu sein. Bei meinem 
zalilreichen Analysenmaterial, ganz gleich, nach welcher Me- 
thode ich arbeitete, habe ich Schwankungen im Extractivstoff- 
gchalt bis zu dieser niedrigen Grenze niemals beobachtet 


cl. Tabelle I—II). 


', Analyse der Milch, S. 29, citirt nach Stohmann, Milch und 
Molkereiprodukte, S. 279. 











Tals Gustav Simon. 









































5. Methode: Fallung mit Alaun und Kupferoxydhydratbrei (nach Munk). 

So gute Werthe die Ritthausen’sche Methede auch zy 
liefern vermag, so sind andererseits die Schwierigkeiten, die das 
unbedingt auszufiihrende Neutralisiren doch offenbar mit sich 
bringt, nicht zu unterschiitzen. Munk ist es nun gelungen,!) 
durch eine Modification der Kupfermethode den zeitraubenden 
Alkalizusatz zu umgehen und zwar dadurch, dass er das Ver- 
fahren zur Bestimmung der Eiweisskérper von Stutzer mit 
dem von Ritthausen combinirte. 

Stutzer schlug zur quantitativen Bestimmung des Protein- 
Stickstoffs vor,?) die zu untersuchende Substanz mit 100 ccm, 
Wasser zu iibergiessen, bis zum Sieden zu erhitzen und mit 
einigen Cubikcentimetern aufgeschliimmten Kupferoxydhydrat- 
breies von bekanntem Gehalt zu versetzen, dann in dem ab- 
filtrirten, gewaschenen und getrockneten Niederschlage den 
Stickstoff zu bestimmen. Das Kupferoxydhydrat wird so |e- 
reitet: 100 g¢ Kupfersulfat werden in 5 Litern Wasser gelist 
und mit 2,5 g Glycerin versetzt. Aus dieser Losung” wird 
durch Zusatz von verdiinnter Natronlauge, bis die Fliissigkei! 
alkalisch reagirt, das Kupfer als Oxydhydrat ausgefiillt. Letzteres 
wird abfiltrirt, alsdann durch Anreiben mit Wasser, welches 
im Liter 5 g Glycerin enthiilt, aufgeschlimmt. Durch wieder- 
holtes Decantiren und Filtriren entfernt man die letzten Spuren 
von Alkali. Der Filterriickstand wird mit Wasser, dem ian 
10°/9 Glycerin zugesetzt hat, verrieben und bis zu einer Ver- 
diinnung gebracht, dass derselbe eine gleichmiissige, mit einer 
Pipette aufsaugbare Masse bildet. Dieselbe wird in gut ver- 
schlossenen Flaschen und im Dunkeln aufbewahrt. Den be- 
halt der breiigen Masse an Cu(OH), bestimmt man_ dure! 
Eindunsten eines abgemessenen Volumens und Gliihen des 
Riickstandes. Kamen in den zu untersuchenden Substanzen 
phosphorsaure Alkalien vor, wie das ja auch in der Milch der 
Fall ist, so verhinderte Stutzer die in der Wiirme mi 
CuOH), leicht eintretende Bildung von phosphorsaurem Kupier 


1) Virchow’s Archiv, Bd. 134, S. 515 u. f. 
2) Journal fiir Landwirthschaft, Jahrg. I881. S. 473 u. f. 
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und freiem eiweisslOsenden Alkali durch Hinzufiigung eines Cu- 
hikcentimeters Essigsiure. Munk schloss die!) Mdglichkeit 
dieser Bildung durch Zusatz einiger Tropfen Alaunlésung aus, 
wobei sich das phosphorsaure Alkali zu Alaunphosphat umsetzt, 
das in keiner Weise auf das Kupferoxydhydrat einwirkt. Die 
Bestimmung des Eiweissstickstoffes in der Milch gestaltet sich 
dann in dieser neuen Form so: «10 cem. Milch werden in 
einem 250 cem. fassenden Becherglase mit Wasser auf 100 cem. 
verdiinnt, erhitzt, zuerst 1—2 cem. Alaunlésung, dann, wenn 
die Fliissigkeit eben ins Sieden geriith, 5 cem. von dem auf- 
ceschwemmten Kupferoxydhydratbrei hinzugefiigt und einige 
Minuten im Sieden erhalten. Der zumeist feinflockige Nieder- 
schlag, welcher sich, sobald die Mischung vom Feuer genommen 
wird, schnell absetzt, wird noch warm abfiltrirt, auf dem 
Filter mit warmem Wasser ausgewaschen und sammt Filter 
noch feucht nach Kjeldahl verbrannt.» Die Genauigkeit der 
nach diesem Munk’schen modificirten Verfahren erhaltenen 
Resultate war bei meinen Versuchen eine ebenso grosse, wie 
bei den bisher beschriebenen Methoden. In den stets klar 
vom Kupferniederschlag abgetropften Filtraten war 
durch Gerbsaure oder Phosphorwolframsaure nie eine 
Spur Eiweiss nachzuweisen. Nur in einigen Fiillen erhielt 
ich in den Filtraten durch Gerbsiiure einen Niederschlag, als 
ich niimlich die Milch versuchsweise freiwillig hatte gerinnen 
lassen und darin, ohne vorher zu neutralisiren, die Munk’sche 
Eiweissbestimmung vorgenommen hatte. Waren die Analysen 
der Vorschrift entsprechend in frischer Milch ausgeftihrt, so 
ergaben sich vorztiglich mit anderen Methoden iibereinstimmende 
esultate, wie einige hier folgende Beispiele darthun; eine 
grdssere Anzahl von Analysen weist die angehiingte Tabelle I auf. 


1. 
Munck: Gerbsiiure: Gesammt-N 
direkt ermittelt: 
Ges.-Eiweiss-N . = 0.5443 °Jo N = 0.5486 9/o N 
test-N . . . . == 003381 °/o = 01,0352 5 
Summa... = 0.9776 °9/o N = 0.5838 9'o N = 0.5795 9/0 N. 


1) Virchow’'s Archiv, Bd. 134. S. 515 u. f. 
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2. 
Ges.-Eiweiss-N . = 0.5123 90 N = 0.5185 °°) N 
Lest-N _ © or. — 0.0373 % > = 0.0332 90 >» 
Summa . .= 0,5496°.o N = 0,5517 9/o N = 0,5496 % N 
» 
eo, 
Ges.-Eiweiss-N . = 0.5223 °7o N = 0.5181 °/o N 


Rest N . ef ee — 0.0372 "jo = == 0.0372 9 » 


Summa ..== 0,9595°/o N = 00,5553 9°70 N = 0.55159) N 


Ist es Munk nun auch gelungen, die eine Schwierigkeit 
der Ritthausenschen Methode vollig zu umgehen, so hattet 
seinem modificirten Verfahren doch immer noch ein anderer 
Uebelstand an. Wenn man niimlich der Vorschrift entsprechend 
das Gemisch von Milch, Alaun und Kupferoxydhydratbre 
einige Minuten im = Sieden erhiilt, so ist ein Spritzen des 
kochenden Gemenges nicht zu vermeiden. Schiitzen die ge- 
niigend hohen Wiinde des Becherglases auch vor etwaigen 
Verlusten durch Wegspritzen, so ist doch unter Umstiinden 
ein Verlust noch in anderer.-Weise zu befiirchten. Die hoch- 
gespritzten Theilchen des Eiweisskupfers setzen sich niéimlich 
wihrend des Siedens so fest an den Wandungen des Glas- 
gefiisses an, dass eine vollige Entfernung derselben auf mecha- 
nischem Wege, auch mit heissem Wasser, nur iiusserst schwierig 
zu ermoglichen ist, jedenfalls erfordert sie zum Mindesten sehr 
viel Geduld. Ob diese Methode also bei derselben analytischen 
Genauigkeit einen Vorzug vor der Ritthausen’schen verdient, 
moge dahingestellt bleiben. 


6. Methode: Fallung mit Metaphosphorsaure. 

Bekannt wegen ihrer die Ejiweissstoffe coagulirenden 
Kigenschaft ist die Metaphosphorsiiure: es ist dies ja ein cha- 
rakteristisches Unterscheidungsmerkmal fiir sie von der Ortho- 
phosphorsiiure. Es lag nun nahe, zu untersuchen, wie weil 
diese Coagulationsfiihigkeit gehe. Ich greife er auf eine 
Arbeit von Denigés!) zuriick, die zwar nicht speciell ther 


1) Journ. de Pharm., Nr. 27, 8. 413 u. f.; Zeitschr. f. analytisehe 
Chemie, Bd. 35, 5. 103. 











e . . Si . ee r * , » 
seitrag zur Kenntniss der Eiweisskiérper der Kuhmilch. 489 


Eiweisskorper handelt, in der er aber beschreibt, wie er, um 
fiir seine Milchzuckerbestimmungen eiweissfreie Lésungen zu 
erhalten, die Eiweisskérper mit Metaphosphorsiiure entfernt. 
Er bringt zu dem Zwecke 10 cem. Milch in ein 100 cem.- 
Kilbchen, ftigt 2,5 cem. einer 5°/oigen Lésung von metaphos- 
phorsaurem Natriaum hinzu, verdiinnt mit 70 ccm. Wasser, 
schiittelt um, versetzt mit 5 cem. Salzsiiure (1 Theil cone. 
HCl auf 5 Theile Wasser), fiillt bis zur Marke auf, schiittelt 
yon Neuem durch, filtrirt und verwendet das eiweissfreie Filtrat 
zur Milchzuckerbestimmung. Nach dieser Vorschrift richtete 
ich mich, verwandte allerdings nicht ein 100 cem.-Kélbchen, 
da sich aus demselben das Eiweiss beim Filtriren schlecht 
hiitte entfernen lassen, sondern ein offenes Becherglas, und 
stellte eine innige Vermengung des Gemisches durch kriiftiges 
Umriihren mit einem Glasstabe her. Auf Salzsiiurezugabe 
schied sich in dem Gemisch sofort ein feinflockiger Nieder- 
schlag ab, der sich allmiihlich zu Boden setzte. Die Filtrate 
waren meistens nicht vollig klar, sondern zeigten eine Opal- 
escenz oder geringe Triibung. Nochmaliges Filtriren bewirkte 
ein etwas klareres Filtrat. Gerbsiiure oder Phosphorwolfram- 
siiure erzeugten in dem Filtrat stets noch eine geringe Triibung, 
die sich nach einigem Stehen als geringfiigiger Niederschlag 
zu Boden setzte und abfiltrirt werden konnte. Eine in dem- 
selben vorgenommene Stickstoffbestimmung ergab einen Stick- 
stoflgehalt und zwar in der Héhe, um welche der erste mit 
Metaphosphorsiiure erregte Eiweissniederschlag hinter der 
correspondirenden Gerbsiiureeiweissbestimmung zuriickgeblieben 
war. Es ergaben beispielsweise einige Versuche folgende Zahlen: 


1. 
Metha- Gerbsiiure: Gesammt-N 
phosphorsiure : direkt ermittelt: 
(ies.-Eiweiss-N . = 0.4337 °/o N = 0,4419° N 
Gerbs.-Ndschlg.-N == 0,0062 °/o » = *) 
Rest-N ... . «= O0281°%o » = 00896% 
Summa .. . = 046802 N 0.4712 °/o N = 0,4707 9/0 N. 


Im Filtrat durch Gerbsiure gefallt. 
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2. 

Ges.-Eiweiss-N . = 0,4246°/o0 N = 0,4315°o N 

Gerbs.-Ndschlg.-N 0.0069 9/5 » = *) 

Rest-N .. . . . = 0.089490 >» = 0.0417 °/o N 

Summa .. . = 0,4709 °/o N = 0,4732 0 N = 0,4663°), N, 

3. 

Ges.-Eiweiss-N  . = 0.4588 9/o N = 0.47030 N 

Gerbs.-Ndschlg.-N = 0,0115°%/o » = *) 

Rest-N.. .. . . = 0.0465 %0 » = 0.0396 %Jo » 





Summa .. .= 0,5168°). N = 0.5099 iy N = 0.4979 0 N. 

*) Im Filtrat mit Gerbsaure gefallt. 

Ks sind zwar nur Spuren von Eiweiss, die sich der 
Fillung mit Metaphosphorsiiure entziehen, und in der Praxis 
wird diese geringe Ungenauigkeit kaum eine Rolle spielen. 
Da aber mit Gerbsiiure schon qualitativ Eiweissspuren, dic 
nicht mitgeféllt sind, im Filtrat sich nachweisen lassen, so 
kann man die Methode mit metaphosphorsaurem Natrium kia 
eine quantitative nennen. 


7. Methode: Fallung mit Asaprol. 

Kin iihnliches Ergebniss, wie mit der Metaphosphorsiiure, 
erhielt ich bei EKiweissbestimmungen mit Asaprol. Asapro! is! 
der Handelsname fiir das Calciumsalz der B-Naphtholmonosi{o- 
siiture C,,H,OHSO,H. Ich fand dieses Reagens zufallig in einem 
mir bekannten «Hiilfsbueh fiir Nahrungsmittelchemiker yon 
A. Bujard und E. Baier, II. Aufl., 1900, S. 118,» bei der 
Beschreibung von Milehzuckerbestimmungen erwiihnt und. be- 
schloss, da es fiir die Zuckerbestimmungen vollig eiweisstreie 
Losungen liefern sollte, es speciell fiir Eiweissbestimmungen 
zu verwenden. Die Vorschrift fiir die Verwendung des Asapro!- 
wird in dem Hiilfsbuch!) so angegeben: «10 cem. Mileh uni 
15 cem. Asaprolreagens (in folgender Weise bereitet: 15 2 

re 


Asaprol und 15 g [gepulverte| krystallisirte Citronensiiure [o> 


tm) 


man in DOO eem. Wasser und filtrirt dann die Lésung) 1)! 
man in ein Messkélbchen von 100 ecm. Inhalt und _ fiillt dic 
Mischung bis zur Marke, darnach schiittelt man kriiftig dure), 





t) Nach Riegler, Zeitschr. f. analyt. Chemie, 1898, S. 24 
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cerwirmt bis auf etwa 60° C. und filtrirt. Von dem Filtrate, 
welches wasserklar und vollstiindig eiweissfrei ist ete. ete.» 
Aus demselben Grunde, wie bei der Metaphosphorsiiuremethode, 
wurde die Bestimmung nicht in einem K6élbchen, sondern in 
einem Becherglase ausgefiihrt. Die Eiweissstoffe schieden sich 
in feinen Flocken ab und liessen sich nach dem Absetzen gut 
filtriren und mit kaltem Wasser auswaschen. Die Filtrate 
waren ausnahmslos vollstiindig wasserklar, fingen aber auf Zu- 
satz von Gerbsaure oder Phosphorwolframsiiure stets an zu 
opalisiren. Beim Stehen tiber Nacht setzte sich ein geringer 
Niederschlag ab, der abfiltrirt und nach Kjeldahl verbrannt 
wurde. Er erwies sich immer, wenn auch in geringerem Maasse, 
als stickstoffhaltig, wie aus den angefiihrten Beispielen hervorgeht. 
i. 
Asaprol: Gerbsiure: Gesammt-N 
direkt ermittelt: 
Ges.-Eiweiss-N . = 0.5172 %o N = 0,5172 Jo N 
Gerbs.-Ndschlg.-N = 0.0066 °%/o » *) 





Rest-N . . . . «= 0,0377°%o » = 0,0377%o » 
Summa .. . = 0,5615°%o N = 0,5549 % N = 0,5594 = N. 
2 


Ges.-Eiweisr-N . = 0,4870°%'0 N = 0,4922 9 N 
Gerbs.-Ndschlg.-N = 0,0044°/o » *) 
Rest-N . . . . . == 0.0272 °% » — 0.0317 %'o 


Summa .. . = 0,5186°/o N = 0,5239°%/o N = 0,6077°/o N. 
4 
Ges.-Eiweiss-N . = 0,4955 °Jo N = 0,5021° N 
Gerbs.-Ndschlg.-N = 0,0088 °/o » *) 
Rest-N ... . . == 0,0351 °Jo » = 0,0351 °/o 
Summa .. .= 0,5394°/o N = 0,5372 °/o N = 0,5328 °/o N. 


*) Im Filtrat mit Gerbsaure gefallt. 


¥ 


Die Unterschiede zwischen beiden Methoden sind iiusserst 
klein, auch ist die im Filtrat mit Gerbsiiure nachweisbare Spur 
von Kkiweiss so geringfiigig, dass man sie beinahe vernach- 
liissigen kénnte. Das Asaprol ist also der Gerbsiiure in Bezug 
auf Schirfe zwar nicht gleichzustellen, es ist aber ein fiir die 
Praxis geniigende Genauigkeit bietendes Eiweissreagens. 
Stellen wir nun eine vergleichende Betrachtung aller bis- 










































492 Gustav Simon. 

her beschriebenen Methoden an, so miissen wir zu dem Schlusse 
kommen, dass wir in allen genannten, bis auf die Metaphos- 
phorsiiure (und das Asaprolreagens) vorzigliche, quantitatiy 
fiillende Eiweissreagentien haben. Als besonders scharf haben 
sich die Almén’sche Gerbsiiure und die Phosphorwolframsiiure 
erwiesen, beide bieten bei der Ausftihrung keinerlei Schwierig- 
keiten und Unbequemlichkeiten; ein geringer Ueberschuss 
schadet der Genauigkeit durchaus nicht. Der grodsste Unter- 
schied, der sich bei Parallelversuchen mit beiden Mitteln er- 
geben hat, betrigt nur 0,0068°/o N, im Mittel 0,0028°'o N, 
eine Differenz, die vollkommen innerhalb der zuliassigen 
Fehlergrenze legt. Die Ritthausen’sche und die von Munk 
combinirte Ritthausen-Stutzersche Kupfermethode — stehen 
den beiden genannten, was Genauigkeit der Ergebnisse an- 
belangt, zwar in keiner Weise nach, aber einmal erfordert 
deren Ausfiihrung gréssere technische Fertigkeiten, dann aber 
auch mehr Zeit, so dass sie fiir Serienbestimmungen nicht so 
gut geeignet sind. Die Trichloressigsiiure liefert in der yon 
mir beschriebenen Ausfiihrung brauchbare Zahlen, aber der 
Umstand, dass in dem Filtrat durch Gerbsiiure oder Phosphor- 
wolframsiiure Spuren von Eiweiss nachzuweisen sind, wenn 
auch nicht in der Stirke, wie bei dem Metaphosphorsiiurever- 
fahren, verringert ihren Werth fiir Eiweissbestimmungen. Man 
wird sie hauptsiichlich dann anwenden, wenn man das Filtrat 
zur Milchzuckerbestimmung benutzen will. 

Aus der Uebereinstimmung der mit Gerbsiiure und 
Phosphorwolframsiiure erhaltenen Ergebnisse kénnte man, da 
Gerbsiiure im Ueberschuss das Pepton nicht, Phosphorwolfram- 
siiure dasselbe aber vollstiindig fillt, den Schluss ziehen, da-s 
Pepton kein stiindiger Begleiter der echten Eiweissstoffe der 
Kuhmilch sei, wenigstens nicht eine erhebliche Menge erreiclie : 
aber ich versuchte doch auf anderem Wege dariiber Aufklirung 
zu erhalten. Am entschiedensten vertritt Schmidt-Mtihlheim,’) 
wie oben bereits erwiihnt, die Ansicht, dass Pepton stets in 
der Milch vorhanden sei. Er behauptet, dass die von den 


l) Archiv f. Physiologie, Bd. 28, S. 287. 
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anderen zum Nachweis des Peptons angewandten Methoden 
nicht zuverlissig seien, da sie theilweise das Pepton mit den 
Fiweissstoffen fallen, und fiihrt eine Methode an, bei der dieser 
(ebelstand vermieden werde. Und zwar verdiinnt er ein 
Volumen Milch mit einem Volumen Wasser, siittigt diese 
Mischung vollstaéndig mit Kochsalz, fiigt zwei Volumen einer 
Lisung hinzu, die auf ein Volumen Eisessig fiinf Volumen ge- 
-iittigte Kochsalzlésung enthiilt, filtrirt den Niederschlag ab und 
wiischt mit der Eisessigkochsalzlosung aus. Die Eiweissstoffe 
scien dann so vollstandig gefallt, dass Ferrocyankalium im 
Filtrate keine Spur von Triibung gebe, Pepton bleibe dagegen 
ungefallt und werde mit Phosphorwolframsiiure im Filtrate 
nachgewiesen. Schmidt-Miihlheim hat so in frisecher Milch 
0,08—O0,19°%/o, in gestandener 0,33°/o Pepton gefunden. Bei 
\Wiederholung dieses Versuches erhielt ich mit Phosphorwolfram- 
siiure eine Triibung, die abfiltrirt, nach Kjeldahl verbrannt 
wurde und sich in geringem Maasse als stickstoffhaltig erwies. 
Dogiel!) behauptet, dass der negative Ausfall der Ferrocyan- 
kaliumprobe bei Schmidt-Miihlheim nicht beweiskriiftig sei, 
da bei Gegenwart von viel Salz kleine Mengen von Eiweiss 
durch Ferrocyankalium nicht gefallt und dann selbstverstiindlich 
durch Phosphorwolframsiiure nachgewiesen wiirden. Die Trii- 
bung durch letztere zeige also kein Pepton an, sondern Eiweiss. 
Da ich nicht entscheiden konnte, ob die durch Phosphor- 
wolframsiure hervorgerufene Fiillung von Eiweiss oder Pepton 
herriihre, versuchte ich noch eine andere Methode zum Pepton- 
nachweis, wie Sebelien?) sie beschreibt. Danach werden 
2 cem. Milch bei Zimmertemperatur mit festem gepulverten 
Ammoniumsulfat vollstindig gesiittigt und nach erzielter Siitti- 
gung filtrirt. Das zur Hiilfte mit Wasser verdiinnte Filtrat 
wird mit einigen Tropfen Gerbsiiure versetzt (Phosphorwolfram- 
siure kann nicht verwendet werden, da sie mit dem Ammonium- 
sulfat einen dicken, weissen Niederschlag gibt). Pepton gibt 
sich dann durch eintretende Fiillung, die im Ueberschuss wieder 


1) Hloppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd, IX, 5. 601. 
*; Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, 5. 152. 
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loslich wird, kund. Einige Tropfen Gerbséure erzeugten }e; 
mir keinen Niederschlag, erst als ich mehr hinzufiigte, nahim 
die Mischung eine dunkle Farbe an und schied einen rothlich 
gefiirbten Niederschlag ab, der sich im Ueberschuss nicht liste 
und jedenfalls von einer Zersetzung der Gerbsiiure herriihrte. 
also als eine Reaction auf Pepton nicht anzusehen war. Nach 
Heinsius!) ist tibrigens Ammoniumsulfat zu diesem Nachweis 
iiberhaupt nicht geeignet, da dasselbe nicht nur die echten 
Kiweissstoffe, sondern auch Pepton vollstiindig fiilt. 

Aus diesem Grunde schlug ich noch einen anderen Weg 
ein, indemich nach dem Vorschlage von Zuntz?) die kiweiss- 
stoffe durch Aussalzen mit gepulvertem Zinksulfat entfernte. 
Angewandt wurden 100 ccm. Milch zum Peptonnachweis. — In 
der vom Zinksulfatniederschlage  abfiltrirten LOsung_ riefen 
Gerbsiiure wie Phosphorwolframsiiure eine schwache Triibung 
hervor, die durch einen Ueberschuss von Gerbsiiure nicht ver- 
schwand. Bei der Stickstoffbestimmung wurde ein so schwacher 
Antheil Stickstoff gefunden, niimlich 0,0004°/0, dass ich den- 
selben eher als eine Verunreinigung, als vom Pepton herrtihrend, 
ansehen méchte. Nach alledem komme ich zudem Schluss, 
dass frische Milch kein Pepton, wenigstens nicht in 
nachweisbaren Mengen enthiilt. 


I]. Theil. 


Trennung der EKiweisskorper. 

Die Zahl der zur fractionirten Bestimmung der Eiweis=- 
kOrper der Milch vorgeschlagenen Methoden ist bei Weitem nich! 
so gross, wie die der fiir Abscheidung des Gesammteiweisses 
bekannt gewordenen. Die grdsste Rolle unter den das Eiweiss 
nur theilweise fiillenden Stoffen spielt in der Technik das da: 
Casein bei der Kiisefabrikation abscheidende Labferment. Es is! 
aber allgemein bekannt, dass das Lab nicht im Stande ist, alles 
Casein zur Gerinnung zu bringen; ich habe deshalb bei meine! 





1) Archiv f. Physiologie, Bd. 34, S. 330. 
2) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXVII, 5. 22 
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Betrachtungen vom Lab absehen zu diirfen geglaubt und es 
nicht in den Bereich meiner Untersuchungen gezogen. 

Frenzel und Weyl schlugen vor,!) das Casein vom 
Albumin in auf das Vierfache verdiinnter Milch mit verdiinnter 
Schwefelsiiure (1 ecm. conc. H,SO, vom spec. Gewicht 1,84 
auf 1 Liter Wasser) zu trennen. Sie geben aber selbst an, 
dass die so erhaltenen Zahlen niedriger als bei der Trennung 
mit Essigsiiure ausfallen, und dass das Casein in einem kleinen 
(eberschuss der Schwetelsiiure sich stirker lost, als im Ueber- 
cschuss von Essigsiiure. Aus diesem Grunde habe ich auch 
diese Methode, nachdem einige Vorversuche die Angaben jener 
heiden bestitigt hatten, nicht weiter beriicksichtigt. 


1. Methode: Trennung von Casein und Albumin mit verdinnter 
Essigsaure (nach Hoppe-Seyler). 


Die dilteste und bekannteste Methode, Casein und Albumin 
der Kuhmilch von einander zu trennen, ist die von Hoppe- 
Scyler ausgearbeitete mit Essigsiure und Kohlensiure.?) 

Man verdiinnt 10 cem. Milch mit Wasser, bis das Volumen 
der Fliissigkeit 200 cem. betriigt, fiigt hierzu sehr verdinnte 
Essigsiiure (1:100) in einzelnen Tropfen, bis sich eben ein 
flockiger Niederschlag zeigt, leitet wiihrend einer halben Stunde 
einen Strom von Kohlensiiure durch die Fliissigkeit und liisst 
dieselbe dann 12 Stunden ruhig stehen. Es ist zweckmiissig, 
drei soleher Proben auf dieselbe Weise zu behandeln und yon 
diesen diejenige fiir die weitere Behandlung zu wiihlen, in 
welcher die Fliissigkeit vollkommen klar geworden ist. Das 
Casein setzt sich mit dem Fette als faserig-flockiger Nieder- 
schlag zu Boden. Man filtrirt zuniichst die klare Fliissigkeit, 
sammelt dann mit zuriickgegossenen Theilen des Filtrates den 
Niederschlag auf dem Filter und wiischt mit Wasser aus. Im 
Filtrate befinden sich Albumin, Milchzucker und etwas ge- 
lostes Casein.» Das Albumin bestimmte Hoppe-Seyler, 
indem er das vom Casein befreite essigsaure Filtrat einige 


Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, S. 246. 
P| y pay 
2, Handbuch der physiol.-chem. Analyse, 5. Aufl., 1893, 5. 462. 
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Minuten im Sieden erhielt und dann das durch die Hitze ab- 
geschiedene Albumin abfiltrirte. 

Das Casein habe ich im Folgenden auf dieselbe Weise 
wie Hoppe-Seyler abgeschieden, das Albumin bestimmte ich 
jedoch nach dem Verfahren Sebelien’s!) mit Gerbsiiure, nach- 
dem zu dem Filtrat 2 ccm. MgSO,-Lésung zugegeben waren, 
um so in der stark verdiinnten Flissigkeit einen geniigenden 
Salzvorrath zu haben. Die Fiillung des Albumins mit Gerb- 
siiure zog ich der Abscheidung durch Kochen vor, weil erstere 
schneller und genauer zum Ziele fihrt. Beim Sieden zeigt 
niunlich das albuminhaltige Filtrat die Neigung, tberzukochen, 
wodureh leicht Verluste entstehen kiénnen; hat man aber auch 
soleche Verluste vermieden und das Coagulum  abfiltrirt, so 
tritt in dem klaren Filtrat bei erneutem Kochen wieder eine 
Triibung ein, die auf noch vorhandenes Albumin deutet, auch 
wird durch Gerbsiiure noch eine Eiweissfillung erzeugt. Wie 
wenig vollstiindig das Albumin durch Kochen abgeschieden wird. 
zeigt folgendes Beispiel: 


Casein-N . . . . 0,5625 °/o Casein-N . . . . 0,3625°/s 
Albumin-N . . . 0,1192%o Albumin-N . . . 0,0688 9 
mit Gerbsiiure. durch Kochen. 


Es ist demnach fast die Hiilfte des Albumins in Losung 
seblieben. 

Ks ist also schwer, auf diese Weise das Albumin 
quantitativ. zu gewinnen. Diese Schwierigkeit wird bei An- 
wendung der Gerbsiiture vermieden. Die Essigsiiure hat die 
Kigenschaft, schon mit dem geringsten Ueberschuss verwanil, 
ausgefiilltes Casein wieder in Losung zu bringen, sodass man 
hei dem Ausfiillen sehr sorgfiiltig zu Werke gehen muss. Man 
verwendet aber dabei eine so stark verdiinnte Essigsiiure, dass 
der Zeitpunkt, in dem ein gentigender Theil Saure zugesetzt 
ist, sich gut erkennen liisst. Sollte man wirklich einige Tropien 
zu viel zugesetzt haben, so kénnen diese bei ihrem geringen 
Essigsiuregehalt keinen stark losend wirkenden Einfluss aus- 
iiben. Sind die Filtrate nicht ganz klar, sondern zeigen sie 


!) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, 3. 145. 
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eine schwache Opalescenz, die ja auf noch anwesendes Casein 
-chliessen liisst, so filtrirt man noch einmal, und man _ wird 
dann fast immer ein klares, caseinfreies Filtrat vor sich 
haben. Im Uebrigen setzt man zweckmiissig, wie ja auch 
Hoppe-Seyler empfiehlt, drei Bestimmungen nebeneinander 
an und sieht dann die als die richtigere an, bei der das Filtrat 
keine Opalescenz aufwies. Die Zahlen, die mit der Essig- 
<jiuremethode sich ergaben, stimmten bei meinen Versuchen, 
wie spiiter angefiihrte Beispiele zeigen werden, gut mit den 
nach einer anderen Methode (Kalialaun) gewonnenen iiberein. 
Die hier angefiihrten Zahlen mégen die absoluten Mengen von 
Casein und Albumin angeben und ausserdem beweisen, dass 
die mit Essigsiiure- und Gerbsiiurefiillung einzeln erhaltenen 
Miweissstoffe, Casein und Albumin, in ihrer Summe sich decken 
mit dem mittelst Gerbsiiure bestimmten Gesammteiweiss, worin 
eine Garantie ftir die Richtigkeit der fractionirten Bestimmungs- 


weise liegt. 


Essigsaure Hoppe-Seyler Gerbsaure Gesammteiweiss 
Casein. . . 0,3515°/o N 
Albumin. . . 0.0822 °/o 


(es.-Eiweiss aus der Summa = 0,4337 °jo N 0.4419 0 N. 


P 


Casein. . . 0,3633°/o N 
Albumin. . . 0,0672°o » 


Summa 0,4307°/o N 0.4261 % Ne 
a 
Casein. . . 0,4580°'o N 
Albumin. . . 0,1378°/o 
Summa 0.5958 ° 0 N _ 0.5981 Jy N. 
Frenzel und Wey! behaupten,!) «dass eingeleitete 
Kohlensiiure die Caseinmenge in keiner Weise beeinflusse, 
vielmehr nur die Form der Ausscheidung modificire; die Casein- 
‘locken seien bei Anwendung von Kohlensiiure feinflockiger, 
als ohne dieselbe.» Jedenfalls wird aber durch die Anwendung 


1) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, S. 251. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 52 


































ae epee ceennael ’ 











498 Gustav Simon. 






















von Kohlensidure die verdiinnte Milch in so lebhafte Bewegung 
gesetzt und mit dem Fallungsmittel in so innige Beriihrung 
gebracht, dass dadurch ein besseres Zusammenballen und Ab- 
setzen der sonst suspendirt bleibenden Caseintheilchen bewirkt 
wird. Der Niederschlag liisst sich besser filtriren, das Filtrat 
ist klar, wahrend dasselbe ohne Anwendung von Kohlensiiure 
trotz wiederholten Zuriickgiessens immer triib bleibt, in Folge 
des durchs Filter mit durchfliessenden Caseins. Auf. dicse 
Weise wird indirekt auch die Menge des abgeschiedenen 
Caseins entgegen der behauptung von Frenzel und Wey! 
beeinflusst. Ein ohne Einleiten von Kohlensiiure ausgefiihrter 
Versuch lieferte bedeutend weniger Casein im Vergleich mit 
einer Caseinbestimmung nach Schlossmann. 


Caseinbestimmung: 


mit Kssigsdure ohne CQO,-Kinleitung mit Alaun (Schlossmann 
Casein-N. . .0,5212°/0 N 0,3625° 0 N 
Albumin-N. . . 0,1284°/o » 0,1192 °/o 
Sumina O.4496° 9 N O,4817 °/o N. 


Die Hoppe-Seyler’sche Methode ist nach diesen 
Krgebnissen als eine zur Trennung von Casein wn 
Albumin gut geeignete anzusehen, wenn man das Albumin 
mit Gerbsiiure niederschliigt: sie war bis vor Kurzem (187 
die schiirfste der bekannten Methoden und musste den weites! 
gehenden Anspriichen in jeder Beziehung vollig geniigen, so 
lange man keine bessere kannte. 


2. Methode: Caseinbestimmung mit Kaliumalaun (nach Schlossmann) 


Schlossmann gebihrt das Verdienst, eine andere 
Methode gefunden zu haben, die in den Ergebnissen mindesten- 
von gleicher Genauigkeit ist, in ihrer Ausftihrung aber wesent- 
liche Vortheile bietet, da sie einmal das zeitraubende Einleiien 
der Kohlensiiure iiberfliissig macht, und zweitens auch nich 
so grosse Fliissigkeitsmengen, die zu filtriren oft miihsam ist, 
benothigt. Das ist die Trennung von Casein und Albumin 1 
Kaliumalaun,!) deren niihere Ausfiihrung Schlossmann +0 
beschreibt: «Man nimmt 10 ccm. Milch (Frauen-, Kuh-, Ziegen-. 


1, Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXII, S. 215 
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Schweine-, Eselsmilch) und verdiinnt mit 3—5 Theilen Wasser, 
epwiirmt vorsichtig tiber kleiner Flamme oder besser auf dem 
Wasserbade unter Kontrolle des Thermometers auf 40°, setzt 
alsdann 1 cem. einer concentrirten LOsung von Kalialaun zu 
und wartet unter Umriihren ab, ob eine mittelflockige Coagulation 
und rasches Absetzen der Coagula erfolgt: ist letzteres noch 
nicht der Fall, so wird so lange mit dem Zusatz von 3/2 cem. 
der erwiihnten LoOsung fortgefahren, bis der Moment der ge- 
niigenden Coagulation und Abscheidung eintritt. Es muss selbst- 
verstiindlich immer vor erneutem Alaunzusatz einen Augen- 
blick gezOgert werden (!/2 Minute), um zu diesem Absetzen 
Zeit zu lassen; die Temperatur ist dabei constani auf 40° C, 
zu halten. Ein kleiner Ueberschuss der Alaunlésung schadet 
sicher nicht. Nach Vollendung der Abscheidung, die bei Kuh-, 
Ziegen-, Schweine- und Eselsmileh grossflockig bis mittelflockig, 
bei Frauenmilch feinflockig ist, liisst man einige Minuten stehen 
und filtrirt dann. Die Abscheidung des Frauenmilcheaseins 
erleichtert man durch Zusatz von etwas Chlornatrium = in 
Substanz wiihrend des Erwiirmens, die Filtration durch Hin- 
zuliigen von Kaliumphosphat, das mechanisch die feinen Casein- 
flocken auf dem Filter zurickhalt und ihr Durchpassiren hindert. 
Nachdem das Filtrat wasserklar geworden ist, wozu es bisweilen 
des 2—3maligen Riickgiessens, das aber immer in kurzer 
Zeit wieder durchfiltrirt, bedarf, und einige Male mit Wasser 
nachgewaschen ist, kann das Filter im Soxhletapparat entfettet 
werden: auf diese Weise wird das Fett quantitativ erhalten, 
da dasselbe dem Niederschlage anhaftet. Das entfettete Filter 
wird nach Kjeldahl verbrannt und der so gefundene Stickstoff 
auf Casein umgerechnet und als solcher in Ansatz gebracht. 
Das Filtrat wird mit 10 ecm. Tanninlésung versetzt, der ent- 
stehende voluminése Niederschlag abfiltrirt und nach dreimaligem 
Waschen mit frischem Wasser ebenfalls nach Kjeldahl ver- 
brannt. Der gefundene Stickstoff wird als Stickstoff des lés- 
lichen Eiweisses aufgefasst (Albumin und Globulin) und ent- 
sprechend umgerechnet.» Man stésst bei Anwendung dieser 
Methode auf keinerlei Schwierigkeiten, der richtige Alaunzusatz 
ist leicht zu treffen, zumal da ein kleiner Ueberschuss keine 
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nachtheilige Wirkung ausiibt. War das Filtrat einmal nicht 
ganz klar durch das Filter gelaufen, so geniigte immer schon 
ein einmaliges Zuriickgiessen, um ein klares Filtrat zu erhalten 
und jede Spur von Casein auf dem Filter zuriickzuhalten, 
Verschiedene Milchsorten scheinen sich in der Beziehung 
iibrigens nicht gleichmiissig zu verhalten. bei meinen  spiiter 
beschriebenen Versuchen konnte ich niimlich die beobachtung 
machen, dass beim Alaunzusatz zu der Milch von Kuh 643 
das Filtrat stets oder doch nur mit gering Ausnahmen ein 
nochmaliges Filtriren erforderte, wiihrend bei Kuh 636 
stets nach erstmaligen Passiren durchs Filter eine vollig 
klare Fliissigkeit erzielt wurde. In beiden Fillen wurde so 
verfahren, dass ich nicht etwa ein gleiches Quantum yon 
Alaunlésung zu gleichen Gewichtsmengen Milch zusetzte, son- 
dern dass ich durch tropfenweise erfolgenden Alaunzusatz den 
Augenblick zu treffen suchte, in dem das Casein sich schdén 
zusammenballte und leicht absetzte. Meistens war an der 
liber dem abgesetzten Gerinnsel stehenden klaren oder mehr 
oder weniger opalescirenden Fliissigkeitsschicht schon zu er- 
kennen, ob das Filtrat klar oder tribe durchlaufen wiirde. 
War dieses verschiedene Verhalten der Milch auf das Alter 
der Thiere, von denen die Milch stammte, auf die Zeit der 
Lactation, auf Ftitterung oder auf verschiedene Eigenschatten 
des producirenden Organismus zuriickzufiihren, das wage ich 
nicht zu entscheiden, behaupte aber, dass die Behandlungs- 
weise der Milch bei Ausfiihrung der Analyse die Ursachie 
nicht war. 

In einer und derselben Probe Milch die Fettbestimmung 
durch Aetherextraction des Caseinfettniederschlages und in dem 
erschépften Niederschlage die Stickstoffbestimmung vorzuneli- 
men, wie Schlossmann empfiehlt, halle ich fiir unzweck- 
miissig. Man kommt mit Stickstoff- und Fettbestimmung cher 
zum Ziel, wenn man den feuchten Caseinniederschlag nach 
Kjeldahl verbrennt und das Fett in einer gesonderten Probe 
fiir sich bestimmt. Ausser den schon erwihnten Vorziigen 
vor der Essigsiituremethode bietet das Schlossmann’sche 
Verfahren noch den Vortheil, dass man auch bei der be- 
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stimmung des Albumins mit Gerbsiiure bedeutend schneller 
fertig wird, weil der voluminése Niederschlag sich aus der 
seringen hier vorhandenen Fliissigkeitsmenge leichter filtriren 
lisst. Auch ist der Umstand nicht zu unterschitzen, dass 
diese Bestimmungsweise, ebenso wie fiir Kuhmilch, auch fiir 
Krauenmilch ete. anwendbar ist. 

Was nun die Genauigkeit der Resultate betrifft, so ist 
diese Methode als eine sehr scharfe und exacte anzusehen. 
Vergleichende Versuche mit der Hoppe-Seyler’schen Methode 
caben fiir Casein wie fir Albumin tibereinstimmende Zahlen. 
Aber auch daraus, dass die Summe des Casein- und Albumin- 
stickstoffs sich deckt mit dem nach einer anderen Methode 
ermittelten Gesammteiweissstickstoff oder dass Casein-, Albu- 
min- und Extractivstickstoff gleich ist dem direkt ermittelten 
Gesammtstickstoff der Milch, scheint doch die Genauigkeit 
dieser Methode gentigend hervorzugehen. 

Kinige Belegbeispiele seien hier angefiihrt: 








1. 
Alaun Essigsiure Ges.-Kiweiss Ges.-Stickstoff 
09 N 05) N %)Nm.Gerbs. 9 N direkt 
Casein-N . . . O,B494 0,3515 — — 
Albumin-N . .  -0,0966 ().0822 hin els 
Extractiv-N . . 00,0295 0.0295 0.0295 — 
(res.-Eiweiss-N 0.4460 0.4337 0.4419 — 
Ges.-Stickstoff-N 0.4755 04632 04714  0,4707 
2. 
Casein-N ... 00,3612 0.3635 — wii 
Albumin-N . . 0.0764 0.0672 — a 
Extractiv-N . .  0,0278 0.0278 0.0278 
Ges.-Eiweiss-N  0,4376 0.4307 0.4261 uae 
Ges,-Stickstoff. 0,4654 04585 0.4539 0.4585 
3. 
Casein-N . . . = 0,3921 0.3899 —- — 
Albumin-N . .  0,1285 0.1307 --- — 
Extractiv-N . . 0.0332 0),0332 0.0332 = 
Ges.-E1weiss-N ; 0.5206 — _ 0.5206 ODT) — 





Ges.-Stickstoff. 0.5538 0.5938 0.5517 O.b595 
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3. Methode: Caseinbestimmung mit Magnesiumsulfat. 

Zum ersten Male wurde von Mitscherlich!) im Jahre 
1874 das Magnesiumsulfat zur Trennung des Caseins yon 
Albumin angewandt. Nach ihm sind dann von verschiedenen 
Forschern Untersuchungen mit diesem Salze angestellt, z. B,. 
von Tolmatscheff,?) Makris,3) Hoppe-Seyler.t) Sebelien 
schligt vor, das Magnesiumsulfat als einen halbfliissigen Krystall- 
brei zu verwenden, da dieser sich in der Mileh besser lise, 
als das trockene, gepulverte Salz. Er verdiinnt 10 cem. Milch 
mit 20 ccm. gesiittigter MgSO,-Lésung und tragt soviel von 
dem Krystallbret in die Milch ein, als sich l6sen will. Man 
liixst dann, um eine vollstiindige Sittigung mit dem Salz zu 
erreichen, ca. 24 Stunden stehen, filtrirt dann ab und wiisch:t 
mit gesiittigter MgSO,-Losung aus. Das Albumin fiillt man 
in dem mit Wasser verdiinnten Filtrat mit Gerbsiiure. Ob 
man das Siittigen bei gewohnlicher Zimmertemperatur oder be 
30°, wie Neumeister nach Hammarstens Methode®) yor- 
schlug, sich vollziehen lisst, hat auf die Hohe der Resultate, 
wie einige Versuche zeigten, keinen Einfluss: bei 30° geht die 
Siittigung nur schneller von Statten. Das Filtriren des aus- 
gesalzenen Niederschlages ist dusserst langwierig und |e- 
ansprucht sehr viel Zeit. ° 

Die Anwendung der Saugpumpe fiihrt auch nicht cher 
zum Ziel, im Gegentheil geht die Filtration ohne Saugpumpe 
immer noch schneller vor sich. Ein grosser Druek liisst. sich 
niimlich, da man befiirchten muss, das Filter zu zerreissen, 
mit der Pumpe nicht ausiiben; setzt man vollends, um_ ein 
Durchreissen des Filters) zu verhiiten, einen Conus unter 
dasselbe und liisst die Saugpumpe ihren vollen Druck ausiiben. 
so kommt man mit dem Filtriren garnicht zu Ende, das Salz 


1) Makris, die Eiweisskérper der Kuh-u. Menschenmilch, 1876, >. 20 

2, Hoppe-Seyler. Med.-chem. Untersuchungen, Bd. II, [S67. 

3) Makris, Die Eiweisskérper der Kuh- und Menschenmilch, [57> 

4) Handbuch der physiol.-chem. Analysen, +. u. 5. Auflage. 

5) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 23, 8. 399, Jalrg. 1887. 

Diese ebengenannten Lilteraturangaben sind citirt nach Feb: 
Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIII, 8. 160. 
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krvstallisirt auf dem Filter aus, bevor die Fliissigkeit ab- 
selaufen ist. 

Auch das zwecks Albuminfillung mit Gerbsiiure versetzte 
verdiinnte Filtrat liasst sich schwer filtriren, da das Albumin 


in der in Folge des hohen Salzgehaltes specifisch so schweren 


Fliissigkeit sich nicht vollstindig zu Boden setzt, sondern darin 


suspendirt bleibt, sodass also ein Decantiren nicht méglich ist 
und beim Aufgiessen sofort erhebliche Theile des voluminésen 
Albumintannats aufs Filter gerathen und die Poren desselben 


verstopfen. 


Bei der Leichtigkeit, mit der die Trennung mit 


Schlossmann’s Alaunlésung zu bewerkstelligen ist, wird man 


das Aussalzen des Caseins nie vornehmen, wenn nicht eine 


besondere Veranlassung dazu gegeben ist 


, z B. die Absicht 


vorliegt, die Methode nachzupriifen oder das Albumin ohne 


(lobulin getrennt zu erhalten. 


Kinige Versuche seien hier aufgefiihrt, die tiber die Hohe 
der mit MgSO, erhaltenen Zahlen, verglichen mit den nach 


Schlossmann gewonnenen, Aufschluss geben. 


(Casein 


Albumin 


Summa: Ges.-Eiweiss 


+- Globulin) . 


Casein (++ Globulin 


Albumin 


Summa: Ges.-Eiwelss 


Casein os Globulin) ‘ 
~ 0.1063" 6 


Albumin 


summa: Ges.-Eiweiss 0.5317 ° 


Die 


Zahlen 


. 0.1 156 ° oy > 


MgSO, 
0,4824° oN 


0,A980 20 N 


. 0,4352 %/o N 


0.0977 9/0 » 


0.5329 oN 


0,4254° oN 


»N 


der mit 


0.59652 oN 
2. 

0.39309. N 
0.1354 °/o 
0.5284 ° 
a 


0.3921 %o N 
O.1285 ° » 


0.5206 8% oN 


7 
» N 


Gerbsaure 


— 


ODYSL?o N 


y 
0 N 
da 


OJIRDS° ON 


MgSO, > Alaun 


O,O3B8L° oN 


< 


0.0266 ° 6 


> 0,0422 °/o N 


< 0.0377 810 » 


Magnesiumsulfat ausgefiibrten Be- 


<timmungen zeigen durchgehends fiir Casein einen hoheren, 


fiir Albumin einen entsprechend niedrigeren Betrag, als die nach 
Bisher habe ich bei Besprechung der die 


~chlossmann. 


einzelnen Eiweissstoffe fiillenden Reagentien einen, oben als 
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stets in der Milch vorkommenden Korper erwihnten Eiweiss- 
stoff giinzlich ausser Acht gelassen, das «Globulin». In eine 
Abhandlung, «Zur Frage, ob das Casein ein einheitlicher Stofj 
sei!) die Hammarsten zur Widerlegung der Eingangs ve- 
nannten Arbeit von Danilewsky und Radenhausen yer- 
Offentlichte, sagt er, «wenn auch alles Casein ausgefiillt sei, 
enthalte das Filtrat neben Albumin noch eine mit MgSO, fiill- 
bare Substanz, die kein Serumalbumin sei. Nach einige, 
rveactionen zu urtheilen, scheine sie ein Globulin zu_ sein, 
Den Beweis tur die von ihm hier ausgesprochene Vermuthiuing 
erbrachte auf seine Veranlassung spiter Sebelien.?) Das 
MgSO, ist demnach also im Stande, nicht nur das Casein. 
sondern auch das Globulin vollstindig aus den Loésungen auszu- 
salzen. Hiermit ist die Erklarung fiir den mit MgSO, getfun- 
denen héheren Gehalt an Casein und niedrigeren an Albumin 
gegeben. Das Kalialaun fiillt nur das Casein aus und dic 
Gerbsiiure vereinigt in ihrem Niederschlage im Filtrate den 
ganzen Rest an Kiweiss, d. i. Globulin und Albumin. — Streng 
genommen, hiitte ich also, wo bisher von Albumin gesprochen 
wurde, an dessen Stelle Albumin +- Globulin anfiihren miissen. 

Das Mehr an Stickstoff, das ich mit MgSO, gegeniiber 
dem Kalialaun stets fand, war durchaus nicht constant, sondern 
vielmehr erheblichen Schwankungen unterworfen.  Im_ ge- 
ringsten Falle betrug es 0,0204°/o0 Stickstoff und im hoéchsten 
0,0638°.9 N, wie ein Blick auf die Tabelle TT lehrt. Man 
konnte nun geneigt sein, diese Schwankungen auf ein) meli 
oder weniger vollstiindiges Auswaschen des MgSO,-Nieder- 
schlages zurtickzuftihren, denn die Schwierigkeiten, die dis 
Auswaschen mit der gesiittigten MgSO,-Lésung bei dem iiberaus 
langwierigen Filtriren verursacht, sind so gross, dass diese 
Kinwand nicht so ohne Weiteres von der Hand zu weisen ist. 
Ich musste mich deshalb auf andere Weise davon tiberzeugen. 
ob der Globulingehalt constant oder thatsiichlich so grosscu 
Schwankungen unterworfen sei. Diese Absicht konnte ich au 


!) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. VII, S. 250 
“) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, §. 
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zwei verschiedenen Wegen durchfiihren, entweder konnte ich 
das Casein aus der Milch mit NaCl aussalzen, wie Sebelien 
es that und dann aus dem Filtrat das Globulin mit MgSO,, 
oder aber ich konnte nach dem Entfernen des Caseins mit 
Ajaun in dem Filtrat das Aussalzen mit MgSO, vornehmen. 
Die Schwierigkeiten, die das Filtriren salzgesiittigter viscOser 
Gemische bereitet (bei dem NaCl kommt auch noch der Um- 
stand hinzu, dass es leicht tiber den ‘Trichterrand kriecht), 
lassen jeden, zumal wenn er die Wahl zwischen verschiedenen 
Methoden hat, auf das Aussalzen gern verzichten. Ich zog 
deshalb den letzteren Weg vor, zumal das Filtrat bei der 
Kntfernung des Caseins mit Alaun nicht sehr verdtinnt und 
in Folge der Abwesenheit des Fettes auch nicht viseés ist. 
Zim Sittigen verwandte ich jetzt das MgSO, nicht als Krystall- 
breil, sondern in gepulverter, trockener Form und setzte es im 
Ueberschuss zu. Das Gemenge hatte nach dem Siittigen ein 
triibes milchiges Aussehen von ausgeschiedenem Globulin. Die 
Triibung wurde abfiltrirt, mit gesiittigter MgSO,-Loésung aus- 
gewaschen und nach Kjeldahl verbrannt. Das Albumin wurde 
nicht in dem salzgesiittigten Filtrat, sondern in einer anderen 
Probe im Filtrat von dem mit Kalialaun erzeugten Casein- 
niederschlage bestimmt mit Gerbsiiure, also als Albumin —+- 
Globulin. Um das reine Albumin zu erhalten, braucht man 
den Globulinstickstoffgehalt von dem mit Gerbsiiure im Filtrat 
gefundenen nur abzuziehen. Folgende Zahlen wurden bei den 
so ausgetiihrten Bestimmungen erhalten: 


1. 
Caseim-N . + 6 6 «6 s+ « O47BU%e. Casein-N . . . ~~ - O,4791 %o. 
Albumin -~ Globulin-N . 0,1913 ° 0. Globulin-N . . . . . 0,0812°% 0. 
Albumin-N ... . . OL401%o. 
Summa: Ges.-Eiweiss-N . 0.6704 2/0. Summa: Ges.-Eiweiss-N 0.670429 0. 
Gesammt-Eiweissstickstoff mit Gerbsiure ermittelt . . . 06692» 
2. 
Casein-N . . 2... . . 0,3799 %o. Casein-N .....- - O9,3795%o. 
Albumin — Globulin-N . 0,1398° ». Globulin-N 2... O,0488 80. 
Albumin-N ... . - 0,0910°o 
“umma : Ges.-Eiweiss-N . 0.5193 °/o. Summa: Ges.-Eiweiss-N 0.5193 ° o. 


‘esammt-Eiweissstickstoff mit Gerbsiiure ermittelt 2... 0,5172°%. 
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Casein-N ...-...- 03021 %o. Casein-N ..... . 0.3921 
Albumin + Globulin-N . 0.1285 °%o. Globulin-N .... . O.O288 
Albumin-N . 2... «© O.0997 
Summa: Ges.-Eiweiss-N . 0.5206 °/o. Summa: Ges.-Eiweiss-N 0.5201; 
Gesammt-Eiweissstickstoff mit Gerbsiiure ermittelt . . . O.5185 


4, 
Casein-N ...... . 0,3680°%o. Casein-N ......- 0.3680 
Albumin + Globulin-N . O,LL108% 0. Globulin-N 2. we . O.0880 
Albumin-N ..... 0O,0678 
Summa: Ges.-Fiweiss-N . O.4788° 0. Summa: Ges.-Eiweiss-N 0.475 


Gesammt-Eiweissstickstoff mit Gerbsiiure ermittelt 2... 0.4922 

Aus diesen durch direkte Bestimmung ermittelten Zalilen 
geht hervor, dass der Globulingehalt keine constante 
Grosse ist, sondern weiten Schwankungen unterworfen ist, 
Auch darf man daraus wohl folgern, dass das mit MgSO, er- 
haltene Mehr thatsiichlich dem Globulin anzurechnen und nicht 
etwa auf mechanisch im Casein zuriickgehaltenes Albumin 
zurickzuttihren ist. Die absolute Hohe des Globulingehaltes 
ist aber so gering (sic betriigt im Mittel nicht einmal 0,05 
Stickstoff), dass man bei Milchuntersuchungen, wenn es sich 
nicht um speciell wissenschaftliche Ziele handelt, von seiner 
ausdriicklichen Bestimmung ruhig absehen und ihn mit) zum 
Albumin rechnen kann. 


4 Methode: Bestimmung des Caseins auf mechanischem Wege 
mittelst Thonteller (nach Lehmann). 


In den EiweisskoOrpern haben wir so complicirte, wen 
bestiindige Gebilde vor uns, dass man annehmen muss, (ass 
sie durch jeden Eingriff mit chemischen Reagentien ihren w- 
springlichen Zusammenhang aufgeben und in neue, von den 
urspriinglichen total verschiedene Formen = sich umwande:n 
kOnnen. Mit dieser Moéglichkeit haben die Forscher scion 
lange gerechnet, und Zahn?) versuchte zuerst eine Trennung 
des Caseins und Albumins ohne chemischen Eingriff dure!izu- 
fiihren, indem er einen Thoncylinder in ein Gefiiss, da- 


| 


1) Pfliiger’s Archiv, 1869, II. Theil. S. 398. 
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mit Milch fiillte, stellte und dann den Cylinder mit einer Luft- 
pumpe evacuirte. Hierbei stellte sich heraus, dass wohl das 
Albumin durch die Poren filtrirte, das Casein aber zuriickblieb. 
Spiiter hat Herrmann!) sich die Eigenschaft des Thons, das 
Casein zurtickzuhalten, zu Nutze gemacht, doch wandte er 
keinen Thoneylinder, sondern pulverisirten Thon an. Leh- 
mann?) kam nun auf den Gedanken zuriick, mittelst pordsen 
Thons die Eiweisskorper auf Grund ihres verschiedenen physi- 
kalischen Verhaltens von einander zu scheiden und versuchte 
dieses Verfahren zu einer quantitativen Bestimmungsweise aus- 
zuarbeiten. Zu diesem Zwecke brachte er eine bestimmte 
Gewichtsmenge Milch in zusammenhiingender, diinner Schicht 
auf Thonplatten, liess die fliissigen, gelOsten Bestandtheile von 
der pordsen Masse vollig aufsaugen und schabte den ungelosten 
Riickstand in Lamellen ab und behauptete, so das gesammte 
Casein frei von anderen Stoffen als den anorganischen Salzen, 
unveriindert, wie es in frischer Milch vorkommt, vor sich zu 
haben und nannte es «genuines Casein». Wollte ich die 
Lehmann’schen Versuche wiederholen, so war es_ natiirlich 
erste Voraussetzung, dass ich womoglich ein ganz gleiches 
Thonmaterial wie Lehmann benutzte. Ist némlich die Poro- 
-itiit eine zu grosse, sind die Poren grésser als die einzelnen 
Caseintettkiigelchen, so werden sie, ebenso wie das Serum, 
auch noch Casein aufnehmen, welches dann durch Abschaben 
nicht wieder zu gewinnen ist. Ist andererseits die Porositiit 
eine zu geringe, so wird das Serum nicht vollig aufgenommen 
werden. Die von Hempel’) bei Verodffentlichung der Leh- 
mann’schen Arbeit als Lieferantin des passenden stets gleich- 
missigen Thonmaterials angegebene Steingutfabrik von Villeroy 
und Beech in Dresden, von der Lehmann seine Thonteller 
bezogen hatte, stellt in Folge des geringen Bedarfs diese 
Waare nicht fabrikmiissig, weil unter diesen Umstanden zu 
kostsplelig, dar, und es war mir zuniichst nicht méglich, solche 
Thonmasse geliefert zu bekommen. Zufillig wurde spiiter 


1, Pfliiger’s Archiv, XXVI, S. 442. 
~) Annalen der Chemie u. Pharm., 1877, S. 189%. 
3) Pfliger’s Archiv, Bd. 56, 1894. 
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nochmals ein grésserer Posten hergestellt, und ich gelangte s, 
in den Besitz genau derselben gleichmissig verfertigten Teller. 
wie sie Lehmann zur Verfiigung gestanden hatten. Die Thon- 
platten haben einen Durchmesser von ca. 18 cm., sind schwach 
eoncay, auf ihrer oberen Fliiche mit Achat polirt, damit man 
das zuriickbleibende Caseinfettgemisch vollstindig davon ab- 
heben kann. Lehmann hat ftir die Benutzung dieser Telley 
folgende Vorschrift gegeben: 

«Die Thonpiatten werden, nachdem sie einige Zeit aut 
oder tiber 100° erhitzt und wieder abgekthlt sind, bei schriigey 
Haltung mit einem diinnen Strahl kalten Wassers schnell iiber- 
gossen und auf ein verhiiltnissmiissig weites Glasgefiiss gesetzt, 
dessen Boden mit einer diinnen Schicht concentrirter Schwetel- 
siiure bedeckt ist. Die Milch wird mit dem gleichen Volumen 
Wasser verdiinnt, vorsichtig und in vollem Zusammenhang aut 
den mittleren Theil der Platte aufgetragen (2 mm. dick) und, 
um Verdampfung zu vermeiden, mit einem glattrandigen Glas- 
schiilchen bedeckt. Das Serum von 10 ccm. verdiinnter Milch 
wird schon nach Verlauf von 1—2 Stunden derartig von der 
Platte aufgesaugt, dass man den Riickstand mit einem scharten 
Hornspatel gut abnehmen kann.» Die weiteren Vorschriften 
Lehmann s — er untersuchte das Casein gewichtsanalytisch — 
kamen fiir mich nicht in Betracht, da ich behufs Stickstofi- 
bestimmung die Lamellen sofort in ein Kjeldahlkélbchen gab. 
Denn nicht die physikalischen und chemischen Eigenschatten 
und die Zusammensetzung des genuinen Caseins veranlassten 
mich, Lehmann’s Versuche zu wiederholen, sondern mir kam 
es nur darauf an, den nach Lehmann’s Methode resultirenden 
Stickstoffgehalt in Bezug auf seine absolute Héhe mit dem 
nach anderen Methoden erhiiltlichen Stickstoff zu vergleichen. 
Lehmann fand bei vergleichenden Versuchen  gegeniier 
Hoppe-Seyler’s Verfahren stets mehr Casein und zwar, wit 
er meint, um so viel mehr, als nach jener Methode durci 
Auswaschen des mit Essigsiiure erregten Niederschlages wicde! 
lislich wird. Das Wenigste, um das seine Zahlen die nich 
Hoppe-Sevler erhaltenen iibertreffen, ist 0,06°/o Casein, das 
Hochste 0,62° 0, oder im Mittel von sechs angefiihrten be- 
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-timmungen 0,298°/9 Casein, oder auf Stickstoff umgerechnet 
durch Division mit dem Factor 6,37 = 0,046°/o Stickstoff. 
Nas ist bei einer einzelnen Bestimmung eine ziemlich grosse 
Diiferenz. Um nun zu _ unterscheiden, welche Zahlen die 
richtigen seien, hat Lehmann einerseits den Gesammtstickstolf 
der Milech, andererseits den Casein-, Albumin- und Reststick- 
=tolf besonders bestimmt. Die Summe von Casein- (Hoppe- 
Seyler), Albumin- und Reststickstoff und = andererseits die 
Summe von Casein- (Lehmann), Albumin- und Reststickstoff 
miissen sowohl beide untereinander, als auch mit dem direkt 
ermittelten Gesammtstickstoff ungefiihr tibereinstimmen. Die 
Resultate, die Lehmann fand — in einem Falle betriigt die Diffe- 
reuz der Summe der Hoppe-Seyler’schen Bestimmung gegen 
die Gesammtstickstoffbestimmung nicht weniger als 0.118% 5 
Stickstoff —, halt er fiir ganz befriedigende bei beiden Methoden. 
Nebenbei sei erwiahnt, dass die von Lehmann angefiihrten 
Zahlen fiir Albuminstickstoff mein Bedenken erregen wegen 
ihrer Niedrigkeit. In zwei Fiillen wird der Albuminstickstoff 
sogar vom Reststickstoff an Hohe iibertroffen. Offenbar ist es 
Lehmann nicht gelungen, nach der Hoppe-Seyler schen 
Methode durch Kochen das Albumin vollstandig zu coaguliren, 
sodass er einen Theil desselben als Reststickstoff mit ange- 
geben hat. Fur die Beurtheilung seiner Methode spielt dies 
ubrigens keine Rolle, da hier nur die Summe des Caseinstick- 
stofls und des nach Ausscheidung des Caseins noch vorhan- 
denen Stickstoffes, gleichgiiltig in welcher Form, mit der 
Summe des direkt ermittelten Stickstoffs zu vergleichen ist. 
Die Zahlen, die Lehmann angibt, stammen schon aus 
dem Jahre 1877 und médgen bei den damals gebriiuchlichen 
Methoden seine Befriedigung gefunden haben. Heute aber, wo 
die Kjeldahl’sche Stickstoffbestimmungsmethode sich so leicht 
und scharf ausfiihren liisst, muss man aus jenen Zahlen 
direkt auf die Unzulinglichkeit einer der beiden Me- 
thoden sechliessen. Die von mir angestellten Versuche mit 
den Thontellern verliefen genau in derselben Weise, wie Leh- 
mann besehrieben hatte. In 11!/2—2 Stunden war das Serum 
soweit aufgesaugt, dass keine Spur eines Fliissigkeitsspiegels 
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im Centrum der aufgetragenen Milchmasse mehr sichtbar war: 
das Abheben des Riickstandes ging mit einem Spatel bequem 
vor sich, ob quantitativ, war natiirlich nicht zu sehen, be- 
obachtet wurde indess ein sichtbarer Riickstand nicht. 

Ueber den Werth und die Brauchbarkeit des Lehmann- 
schen Verfahrens fiir Caseinbestimmungen bin ich jedoch zu 
einer anderen Ansicht gelangt. Zuniichst hatte ich vermuthiet, 
dass die Resultate niedriger ausfallen wiirden, verglichen mit 
den nach Schlossmann und Hoppe-Seyler erhaltenen Zahlen, 
da ich annehmen zu miissen glaubte, dass stets Bruchtheile 
von Casein, auch bei einer mdglichst geringen Porositiit, in 
den Poren des Thontellers zuriickgehalten werden wiirden, das 
Abheben der Lamellen also nicht quantitativ durchzufiihren sei, 
Um so mehr war ich erstaunt, als ich betriichtlich hohere 
Zahlen erhielt, und meine Aufmerksamkeit lenkte sich auf cine 
Wahrnehmung, die Schlossinann bei Besprechung der Le|i- 
mann schen Methode!) erwihnt, «es gehe aus der Lehmann- 
schen Arbeit nicht hervor, ob sich das Globulin zum Casein 
oder zum Albumin halte, er glaubt aber (eigene Versuche hat 
er nicht angestellt), dass es sich eher dem Albumin dlhintich 
verhalte und durch den Thon mit durchfiltrire».  Spater «hilt 
er die von Lehmann gegebenen Mittelwerthe, wohl was ihr 
relatives Verhiltniss zu einander betrifft, fiir vollig correcte, 
nicht aber ihre absolute Hohe. Ein Durchschnittsgehalt yon 
1,7°/o Proteinsubstanz in Frauenmilch diirfte, wenn man den 
Stickstoff, den man durch direkte Bestimmung aus der Mich 
erhalt, beriicksichtigt, als zu hoch gegriffen erscheinen». Trotz- 
dem kommt er aber zu dem Schluss, «dass ein Zweifel dariile 
nicht bestehen kann, dass die Verwendung von Thonsepara- 
toren, besonders in der von Lehmann empfohlenen Form, 


eine exacte Fractionirung der Eiweissstoffe der Milch — we- 
nigstens des Caseins einerseits, des Albumins und Globulins 
andererseits — gestattelt». 


Die in dem zweiten Satze enthaltene Ansicht Schlo-ss- 
mann's itber die absolute Héhe der von Lehmann aige- 


1) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXII, S. 211 uf! 
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cebenen Zahl ftir Frauenmilch, die von mir selbst gefundenen 
Werthe fiir Kuhmilch, ausserdem die Angabe Lehmann’s, er 
erhalte um so viel mehr Casein, als beim Auswaschen des 
Essigsiiureniederschlages (nach Hoppe-Seyler) léslich werde, 
brachte mich dazu, an der Thatsache, dass das Globulin zum 
Albumin gehe, zu zweifeln und vielmehr anzunehmen, dass 
es neben dem Casein auf der Thonplatte zuritickbleibe. 
Zur Zeit, als Lehmann seine Versuche anstellte, hatte Se- 
helien das Globulin noch nicht isolirt und Lehmann konnte 
die Anwesenheit dieses Korpers neben Casein und Albumin 
nicht vermuthen. Es hatte deshalb seine Berechtigung, wenn 
er sagte, er erhalte auf dem Thonteller den Theil des Caseins 
auch noch, der bei dem Essigsiiureverfahren lOslich werde. 
Wir wissen nun aber, dass es das Globulin ist, das bei der 
Trennung der Eiweisskérper mit Essigsiiure oder auch mit 
Alaun in Losung geht oder bleibt und durch Gerbsiiure mit 
dem Albumin zusammen gefiilt wird. Deshalb lag meine Ver- 
muthung, dass die hoheren Zahlen durch den Globulingehalt 
verursacht wiirden, nicht fern und veranlasste mich, neben 
den Lehmann schen Thontelleranalysen noch Kontrollbestim- 
mungen zur Feststellung des Casein- und Globulinstickstoffs 
mittelst MgSO,-brei anzustellen. Ich erwartete nun, Ueber- 
einstimmung beider Methoden zu finden. Das Ergebniss war 
iedoch folgendes: 


Lehmann Magnesiumsulfat Differenz 
1. 0,4311°/o N 0.4083 °o N — (0.02289) N 
2. 0.4053 °o » 0.3946 99 > — 0.0107 %o » 
3. OLL4%/o » 0.4824 0 » — 00290 9/5 3 
4. 0,4393°o > ().4352 9/5 » — 0.0041 % >» 
9. O4A7T49% >» 0,4254°/o  » — 0.0495 %o » 
6. 0,4467 °/o > 0,4123°/o » — 0,0344%o » 
7. 0,4372 °'o » 0.40409!) » — ().0332% » 


In allen Fiéillen ist der Stickstoffgehalt nach 
Lehmann héher, als der mit Magnesiumsulfat gefun- 
dene, und zwar ist die Differenz bald grésser, bald weniger 
gross. Diese Thatsache tiberraschte mich nicht wenig. Hiitte 
die MgSO,-Methode durchweg um ein Geringes héhere Zahlen 
geliefert, als die Lehmann ’sche, so hiitte ich das daraus er- 
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kliren zu miissen geglaubt, dass beim Auswaschen des MgS\) - 
Niederschlages mit der stark concentrirten Salzlésung noch 
Reste des loslichen Albumin- oder Extractivstickstoffes zuriick- 
gehalten worden wiiren. So aber war das Verhiiltniss gerade 
umgekehrt. Die richtige Erklirung fiir diese Erscheinung glatlhe 
ich geben zu kénnen. Auf dem Thonteller befinden sich zi- 
nachst Casein und Globulin, die Griinde fiir diese Behaupting 
habe ich oben aufgezihlt. Dass der nun noch verbleibende 
test in einem dritten Kérper seinen Ursprung haben kénnte. 
der ebenso wie das Casein und vermuthlich auch das 
Globulin nicht in geléstem, sondern gequollenem 
Zustande in der Milch vorhanden wiire, und der nach 
Entziehung seines Quellungswassers durch die pordse Thonmasse 
auf der Platte zuriickgeblieben wire, dies anzunehmen, liegt. 
solange die Existenz eines solchen Korpers nicht auf anderem 
Wege bewiesen ist, kein Grund vor. Vielmehr wird wolil 
folzende Erwiigung zu dem richtigen Schlusse fthren: Nach 
Lehmann’s Vorschrift bringt man die mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnte Milch in vollem Zusammenhang 
in einer 2 mm. dicken Schicht auf die Thonplatte; es soll 
dann das Serum, in dem also Albumin- und Extractivstolle ge- 
lost sich vorfinden, von dem pordsen Thon aufgesaugt werden. 
Es ist nun doch wohl selbstverstiindlich, dass in einer so 
viscésen Fliissigkeit, wie die Milch sie, auch nach Verdiinnung 
mit der gleichen Menge Wasser, darstellt, hierbei das Alhu- 
min oder auch Extractivstoffe theilweise mechanisc! 
von dem Caseinfettgemisch festgehalten werden, also 
eine quantitative Trennung nicht stattfindet. Die Ver- 
hiiltnisse liegen hier genau so wie beim Filtriren. Aus einem 
Niederschlage, den man mit der Lésung, in der er sich befindet, 
auf ein Filter bringt, tropfen die gelésten Bestandilicile 
freiwillig auch nicht vollstiindig ab, sondern miissen erst durch 
mehr oder weniger sorgfiiltiges Waschen daraus — enticril 
werden. Wenn nun die Milchschicht auf der Thonplatte auch 
nur 2 mm. dick ist, so kénnen und miissen doch in dicser 
relativ. immerhin noch ziemlich starken Schicht mechanisc 
noch so viele Theile léslichen Albumin- und Extractivstotles 
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festgehalten werden, dass dadurch die hohen Zahlen der 
Lehmann’schen Methode bedingt werden. Will man die 
Moglichkeit, dass mechanisch lésliches Eiweiss zuriickgehalten 
wird, verringern, indem man z. B. die Milchschicht noch 
diinner auftragt, wie ich es in einem Versuche probirte, so 
stellt sich wiederum die Schwierigkeit heraus, dass man die 
Caseinlamellen, nachdem das Serum aufgesaugt ist, schlecht 
abheben kann und ein quantitatives Arbeiten unmidglich ist. 

Betrachten wir nun, von der Voraussetzung ausgehend, 
dass Lehmann bei seinen Versuchen ebenso wie ich auf der 
Thonplatte Casein, Globulin und Reste loslicher Stickstoff- 
substanz gehabt habe, seine Zahlen (Annalen ete.), so kénnen 
wir auch aus diesen schon eine bestitigung meiner Behauptung 
entnehmen. 

Er hat seine Resultate den nach Hoppe-Sevler erhalte- 
nen gegentber gestellt und stets mehr Stickstoff erhalten. 
Seine Begriindung fiir diese Thatsache habe ich oben angefiibrt. 
Da ich oben bewiesen habe, dass die Abscheidung des Caseins 
mit Kalialaun ebenso quantitativ verlauft, wie die mit Essigsiure 
und Kohlensiiure, so kann ich da, wo mir die Bestimmungen 
mit Essigsiiure fehlen, die Resultate mit Kalialaun den nach 
Lehmann erhaltenen gegentiber stellen. 

Lehmann fiihrt in seiner Arbeit fiir die Hohe des 
Caseinstickstoffs folgende Belegbeispiele an: 
Thontellerbestimmung O,488°%0 N  O460°/o N  0,477°/0oN  OB97° ON 
Hoppe-Seyler. . . - 0,447°%o » 0.396 8/0» 0.379%o » 0,352 °/o 
Differenz . . . . .—O041° ON — 00649) N —0.098°. N —0,045°0 N 

Meine Versuche ergaben folgendes Ergebniss : 


Lehmann Hoppe-Seyler resp. Schlossmann Differenz 
1, O4511°o N 0.3443 %7o N 0,0866 9/0 N 
2. 04075%,o » O.2635 °'o >» —- 0,0440° 5 
». 04053 %o » 0.3625 °jo » 0.0428 ° » 
4. O0,5114°%o » Q.4580% 9 >» — 0.0534 °/o 
Dd. 04393 9/0 » 0.3930 %0 » — 0,0463 °/o 
6. O,4467 Po >» 0,3769 °/o — 09,0698 ” » 
7. 0,4372%o » 0.3836 % 0 » — 0.0536 ° 0 


Die Differenzen der Lehmann’schen Beispiele, im Mittel 
1,062" 9 N, bewegen sich, wie ein Vergleich zeigt, in derselben 
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Hohe, wie bei meinen Zahlen, im Mittel 0,056°/o N, sind also. 
wie ein Blick auf die vergleichende Zusammenstellung dey 
Lehmann’schen und MgSO,-Methode lehrt (Seite 503), falls ey 
diese beiden verglichen hitte, auch hdher, als die mit letztere; 
Methode erhaltenen Zahlen. Der Globulingehalt hatte nac, 
meinen direkten Bestimmungen im Mittel eine Hohe yon 
0,04579,o N, erkliirt also allein das Mehr der Thon- 
telleranalyse nicht, und die Annahme, es werde auch 
noch mechanisch lésliche Stickstoffsubstanz auf dem 
Thon zurickgehalten, ist in Folge dessen nicht yoy 
der Hand zu weisen. Zu dieser Folgerung berechtigen nich 
nur meine eigenen Zahlen, sondern schon Lehmann’s Beispiecle 
lassen denselben Schluss zu. Der Versuch Lehmann’s, an 
dem Thontellerrickstand die Eigenschaften und Zusammen- 
setzung des unveriinderten und reinen Caseins zu_ studiren, 
muss demnach zu falschen Folgerungen gefiihrt baben, da er 
niemals reines Casein, sondern stets ein Gemenge 
von Casein, Globulin und léslichen, stickstoffhaltigen 
Substanzen analysirt hat. Ausserdem wird sein Priipuarat 
auch noch durch stickstofffreie Bestandtheile, z. B. Milchzucker 
verunreinigl gewesen sein. 

Hiermit ist die Reihe der in der Litteratur beschriebenen 
Caseinbestimmungen noch nicht erschopft: es sind z. B. noch 
das Chlorbaryum und Chlorcalcium als Fiillungsmittel fiir 
Casein angegeben,') aber diese beiden Salze falllen auch das 
Albumin. Sebelien*) hat sich, und vor ihm bereits Ham- 
marsten,*) des Kochsalzes bedient, um das Casein aus der 
Mileh auszuscheiden und im Filtrat das Globulin mit Mgs0, 
zu fiillen. Das Koehsalz scheidet angeblich zwar das Casei 
vollstiindig ab, fiillt aber auch etwas Globulin, so dass «i 
Trennung keine vollkommene ist. Aus diesem Grunde_ |iahe 
ich nur einige Bestimmungen mit Kochsalz in Substanz aus- 
gefiihrt. So fand ich zum Beispiel: 


1) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, 5. 1b: 


2) Hoppe-Sevler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. IX, 5. 46 
3) Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. VII, 5. 20" 
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1. 
Kochsalz Kalialaun Magnesiumsulfat Gerbsaure 
Casein-N . . 0,4429°%/o N 0.4097 °o N 0.438) 976 N --- 
Albumin-N - 0.0908 ° 0 0.1195" » » O.OS8H Po » _ 
Summa: 0,5337°o N 0.5292 °/o N 0.5271 °%o N 0.5337 °o N, 
a. 
Casein-N. . 0,4361°%o N  O04085°o N 0.438390 N _ 
Albumin-N . 0,0941° 0 » 0.1331 °/o >» Y.O918 2% >» Ras 
Summa: 0.53029 N 0.5416 °/o N O.5301°o N OH30L%o N, 
4 
Casein-N . . 0,4443°%o N 0.40829) N 0.4420 % N _ 
Albumin-N . 0,0902 9/0 0.1331 °'o » 0.09929) s pes 


Summa: 0,5345°o N 0,5413% N0,5412% N 00,5412 % N. 
In diesen angefthrten Beispielen liefert Kochsalz be- 
deutend hoéhere Zahlen als Kalialaun; aus der vor- 
ziiglichen Uebereinstimmung mit der MgSO,-Methode 
konnte man aber den Schluss ziehen, dass das Kochsalz, 
ebenso wie das Mg SO, das Globulin quantitativ und 
nicht nur theilweise fille. Zu dieser Behauptung sind 
jedoch die analytischen Daten nicht zahlreich genug. 

Von den hier besprochenen Trennungsmethoden fiir Casein 
und Albumin haben sich nach Alledem die Hoppe-Seyler’sche 
‘Essigsiiure und COQO,-Strom) und Schlossmann’sche Be- 
stimmungsweise (Kalialaun) als die brauchbarsten erwiesen. 
Wenn sie auch in ihren Ergebnissen gleiche Genauigkeit zeigen, 
so wird man doch der letzteren den Vorzug geben, da man 
einmal eine zeitraubende Operation (Kinleiten von Kohlen- 
siure) weniger vorzunehmen braucht, ferner mit geringeren 
Fliissigkeitsmengen arbeitet und endlich auch nicht Gefahr 
liuft, durch im Ueberschuss angewandtes Fiillungsmittel Theile 
des gebildeten Caseinniederschlages in Lésung zu_ bringen. 
Das MgSO, fallt, in der Gestalt eines halbfliissigen Krystall- 
breies angewandt, ausser dem Casein noch das in der Milch 
stets vorkommende Globulin. Da diese Methode in Folge des 
dabei verwendeten hohen Salzgehaltes und des schwer vor 
sich gehenden Filtrirens des Niederschlages eine sehr lang- 
Wierige ist, wird man sich ihrer nur nothgedrungen, wenn es 
sich darum handelt, das Albumin ohne Globulin zu_isoliren, 
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bedienen. Die Lehmann’sche Darstellungsweise und Isolirung 
des Caseins mittelst poréser Thonplatten ist zu verwerfen, da 
kein reines Casein, sondern ein Gemisch von Casein, Albumin 
und loslichem Eiweiss auf dem Thon zuriickgehalten wird. 
Auch erfordert die Ausfiihrung derselben so viele technische 
Fertigkeiten und ausserdem Zeit, dass sie selbst bei Lieferung 
guter Resultate fiir Serienuntersuchungen sich nicht eignen wiirde, 

So habe ich denn zu meinen im dritten Theile der Arbeit 
beschriebenen Versuchen fir die Bestimmung der Gesammt- 
eiweisskOrper mich der Almén’schen Gerbsiiuremischung, fiir 
die Trennung des Caseins und Albumins der Schloss- 
mann schen Kalialaunlésung bedient, die sich denn auch bei 
der grossen Zahl der ausgetiihrten Bestimmungen durchaus 
bewahrt haben. 

Il. Theil. 


Untersuchung der Fiweisskorper der Milch zweier Kuhe im 
Laufe einer Lactation. 


Die Kuhmilch ist als physiologisches Produkt eines lebenden 
Organismus von dem augenblicklichen Zustande und Befinden 
dieses Organismus und von siimmtlichen Einfliissen, die auf 
ihn einwirken, sowohl was Qualitiit, als auch was Quantitit 
anbetrifft, in hohem Maasse abhiingig. Der Bestandtheil der 
Kuhmilch, tiber den die meisten Untersuchungen angestellt 
sind, und dessen Vorkommen und Menge am _ hiiufigsten studirt 
sind, ist das Fett und zwar aus dem wohlbegreiflichen Grunde, 
weil es in der Erniihrung des Menschen eine ausserordentiich 
wichtige Rolle spielt. Ueber die Eiweisskorper liegen so zilil- 
reiche Untersuchungen, speciell welchen Schwankungen sie 
unterworfen sind, ob das Verhiiltniss von Casein zu Albumin 
u.s. w. Withrend der Dauer der Lactation annihernd dasselbe 
bleibt u. s. w., nicht vor. Der Grund dafiir wird wohl zum 
Theil auch darin zu suchen sein, dass es ftir die Bestimmung, 
namentlich Trennung derselben, keine Methoden gibt, die 
sich in so kurzer Zeit austiihren lassen, wie die mannigtfachen 
Schnellmethoden der Fettuntersuchungen. Nachdem ich nun 
in dem ersten Theil dieser Arbeit die Brauchbarkeit und die 
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Vorziige einiger Eiweissreagentien kennen gelernt hatte, stell 
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ich mir die Aufgabe, die Héhe der Gesammteiweisskérper 
und der einzelnen Eiweissstoffe im Laufe einer ganzen 
Lactation zu verfolgen, die Abnahme oder Zunahme, 
die Regelmissigkeit bezw. Unregelmiissigkeit des Ab- 
und Zunehmens kennen zu lernen. Hauptsache war es aber 
nicht, die etwaigen Schwankungen der einzelnen Eiweisskoérper, 
wie sie durch St6érungen des Normalbefindens der Thiere hervor- 
cerufen werden konnen, Krankheit, Brunst, Wechsel der Fiitterung 
etc. festzustellen, sondern bei mdglichst normalem Zustande. 

Um ein vollig zutreffendes Bild von diesen Verhiiltnissen 
zu gewinnen, miisste man, streng genommen, die Milch vom 
ersten Augenblicke ihrer Absonderung nach der Geburt des 
Kalbes bis dahin, wo die Driisen ihre Thiitigkeit wieder ein- 
stellen, Gemelk fiir Gemelk einzeln untersuchen. Diesen Ideal- 
zustand durchzufiihren, dazu wird es wohl in allen Fiillen an 
Zeit und Arbeitskriften zur Bewiltigung des Materials fehlen, 
und man wird sich damit begniigen miissen, in gewissen, nicht 
zu weit bemessenen Zwischenriumen die Milch zu untersuchen, 
in der Voraussetzung, dass die Milch in der Zwischenzeit keine 
erheblich andere Zusammensetzung gehabt habe. Ich bin 
folaendermaassen dabei zu Werk gegangen: 

Die Kiihe, denen die untersuchte Milch entstammte, be- 
fanden sich im Hausthiergarten des landwirthschaftlichen 
Instituts hiesiger Universitét und wurden mir von dem Direktor 
desselben, Geheimrath Prof. Dr. Kiihn, bereitwilligst zur Dis- 
position gestellt. Sie wurden zweimal tiiglich, Morgens und 
Abends 5 Uhr, gemolken; jede Woche wurde an einem Tage 
die Tagesmilch untersucht. Da nun die Milch je nach der 
Vollstiindigkeit des Ausmelkens eine verschiedene Zusammen- 
setzung zeigt, so habe ich. um sicher zu gehen, dass das 
Ausmelken ein vollstiindiges sei, dasselbe stets unter eigener 
Aufsicht von einem erfahrenen und geiibten Manne besorgen 
lassen und die Entnahme aus dem Melkgefiiss nach mehr- 
maligem, griindlichen Durchmischen selbst ausgefiihrt. Weil 
haturgemiéss die Milech verschiedener Thiere grosse Ab- 
weichungen zeigen kann, je nach Alter, Rasse, Zucht ete., 
so konnte ich mich mit der Untersuchung der Milch einer 
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einzigen Kuh nicht begniigen. Meine urspriingliche Absicht. 
mehrere Kiihe fiir diese Versuche heranzuziehen, war leider 
nicht durchfiihrbar, weil dann die Zahl der auszufiihrenden 
Analysen zu sehr angewachsen wire, und ich musste mich, 
deshalb damit zufrieden geben, nur von 2 Kiihen regelmiissig 
Probe zu nehmen. An dem zur Probenahme bestimmten Tage 
wurde das Gewicht der einzelnen Gemelke  festgestellt und 
aliquote Theile des Morgen- und Abendgemelkes beider Thiere 
zu je einer Probe vereinigt, so dass man also den Durch- 
schnitt der Tagesmilch hatte, und diese wurde dann der 
Analyse unterworfen. Die Untersuchung erstreckte sich 
auf Feststellung der Gewichtsmenge, des specifischen 
Gewichtes, Fettgehaltes (nach Gerber), der Trocken- 
substanz, des Gesammtstickstoffs, Eiweissstickstoffs, 
Casein-, Albumin-, Extractivstickstoffes und in einigen 
Fiillen des Aschengehaltes. Bei der Bestimmung der stick- 
stoffhaltigen Stoffe wurde, da auch hier, wie im ersten Theile, 
nicht die Gewichtsanalyse, sondern die Kjeldahl’sche Stick- 
stoffmethode angewandt wurde, nur der Stickstoffgehalt ermittelt: 
den wirklichen Gehalt an Eiweisssubstanz erhilt man = durch 
Multiplication des Stickstoffgehaltes mit dem Factor 6,57, ent- 
sprechend 15,7°/o Stickstoff im Casein. Zur Berechnung 
des Albumins aus dem Stickstoff miisste man eigentlich einen 
anderen Factor anwenden, da der Stickstoffgehalt des Albumins 
von dem des Caseins etwas abweicht; die Unterschiede sind 
aber so gering, dass man ruhig fiir beide den einheit- 
lichen Factor 6,37 als richtig ansehen kann. Natur- 
gemiiss hatten meine Untersuchungen mit dem Colostrum, d. h. 
dem ersten Abscheidungsprodukte der Driisenzellen nach der 
Geburt des Kalbes einzusetzen. Da das Colostrum von gewolin- 
licher Milch ausserordentlich verschieden ist, und die Ansichten 
verschiedener Forscher von einander wesentlich abweichen, =0 
will ich zuniichst einige Angaben iiber die in der Litteratur 
befindlichen Beschreibungen des Colostrums, so weit sie sich 
auf die Eiweissstoffe beziehen, hier anfiihren. Grotentfeld’) 

1) Handledung i. mejerihnshallning, Stockholm 1881, Seite 32. cur 
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behauptet, Casein komme im Colostrum iiberhaupt nicht vor, 
sondern die ganze Eiweisssubstanz bestehe nur aus Albumin. 
Andere Forscher haben Casein und Albumin gefunden und 
gwar in sehr verschiedenen Mengen. Konig ftihrt als Mittel 
verschiedener von einander stark abweichender Analysen‘) 
1.65°/o Casein, 13,62°/o Albumin an, Fleischmann?) 7,3°/o 
Casein, 7,5°/o Albumin, Engling#) 2,64—7,14°/o Casein, 11,18 
bis 20,21°/o Albumin, Hansen und Schrodt#) 7,57°/o Casein, 
5.4599 Albumin. Sebelien®) constatirte ausserdem noch, dass 
das Globulin einen wesentlichen Bestandtheil des Colostrums 
ausmache und gibt folgende Zahlen an, die Analysen von 
Colostrum erster und zweiter Melkung entstammen. (Da_ ich 
oben den Casein- und Albumingehalt angefiihrt habe, so habe 


ich der Gleichmiissigkeit halber Sebelien’s Zahlen —— er gibt 
den Stickstoffgehalt an — mit dem Factor 6,37 multiplicirt): 


3,40—4,579/9 Casein, 0,637—10,27°/o Globulin, 
1,59—2,00°9/o Albumin. 


Sebelien fand ausserdem, abgesehen von zwei Fiaillen, 
bei denen wahrscheinlich Fehler sich gehiuft haben, an 
nicht eiweissartigen, stickstofthaltigen Stoffen 0,086°/o Stick- 
stoff. Thiemann®) fand in einigen Fallen tiberhaupt kein 
Albumin, oder nur einen geringen Antheil, und behauptet, die 
Hohe an Eiweiss im Colostrum werde durch das Zunehmen 
des sonst nur in kleinen Mengen vorkommenden Globulins 
verursacht. Seine Analysen von Colostrum ersten Gemelkes 
zeigen folgende Schwankungen im Gehalt der einzelnen Eiweiss- 
stole. (Seine Zahlen wurden auch mit 6,37 multiplicirt): 


2,78—),35°/o Casein, 2,35—17,51°/o Globulin, 
0,0-——0,25°/o Albumin. 


!} Konig, Nahrungs- und Genussmittel, 2. Auflage, Bd. II, S. 257. 
“-) Fleischmann, Lehrbuch der Milchwirthschaft 1898, S. 47. 
3) Petersen, Forschungen auf dem Gebiete der Viehhaltung u. s. w., 
Bd. 1, S. 92. 1878. 
*) Landwirthschaftliche Versuchsstationen, Bd. XXXI, S. 
°) Hoppe-Seyler, Zeitschr. fiir physiol. Chemie, Bd. XIII, S. 173. 
*) Hoppe-Seyler, Zeitschr. fiir physiol. Chemie, Bd. XXV, S. 363, 


_ 


74. 1885. 
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Die Angaben tiber die einzelnen Eiweissstoffe gehen, wie 
wir sehen, weit aus einander, nur darin scheinen alle einig 
zu sein, dass die Summe des Eiweisses eine ausserordentliche 
Hohe erreicht. Die Differenzen sind theils auf die zur Ana- 
lysirung angewandten Methoden, theils darauf, dass Colostrum 
verschiedener Melkungen mit einander’ verglichen wurden. 
zuriickzulthren. Endlich muss ja ein solehes Abscheidungs- 
produkt, wie das Colostrum es vorstellt, bei verschiedenen 
Thieren verschiedene Zusammensetzung zeigen. 

Da das Colostrum, namentlich des ersten Gemelkes, cine 
iiusserst schleimige und ziihfliissige Masse ist, so konnte es so 
nicht der Analyse unterworfen werden, ich verdiinnte es des- 
halb mit zwei Gewichtstheilen Wasser und verwandte diese 
verdiinnte Flussigkeit zur Untersuchung. Das nach Entfernung 
des Caseins mit Gerbsiiure fillbare Eiweiss wurde darauf hin, 
ob es Albumin oder Globulin sei, oder ein Gemisch von beiden. 
wie in normaler Milch, nicht untersucht, und ich fiihre es des- 
halb analog wie in der Milch als Albumin auf. Bevor ich 
zur Besprechung der Analysenergebnisse komme, schicke ich: 
noch einige Angaben tiber die die Mileh liefernden Thiere. 
Kasse, Fitterung u. s. w. voraus. 

Kuh 643 war von reiner friesischer Abstammung, ungefiilir 
9 Jahre alt und hatte zum = sechsten Male gekalbt. Sie war 
als Kuh fiir Kindermilch aufgestellt und erhielt wahrend der 
ganzen Dauer dieser Untersuchungen dasselbe Futter und zwar 
berechnet fiir 1000 @ Lebendgewieht: !) 

16 #@ Luzerneheu, 
8 » Gerstenstroh, 


S » Hafer, 
l Leinsamen, 
2 Weizengrieskleie. 


In dieser Ration sind enthalten: 
30.08 ¢@ Trockensubstanz, 
2,093 wirklich verdauliches Protein, 
0.795 » Nichtprotein, 
O.877 » verdauliches Fett, 
Y 542 verdauliche stickstofffreie Extractstoffe, 
3.056 » verdauliche Holzfaser. 
1) Die Zahlen dieser Futterrationen verdanke ich der Git: 
Herrn Geheimrath Prof. Dr. Jul. Kiihn. 





Beitrag zur Kenntniss der Eiweisskérper der Kuhmilch. D2] 


Es kommen also auf 2,093 @  stickstoffhaltige Bestand- 
theile 13,306 @ stickstotifreie, die mit der 2,4 fachen Fettmenge 
einem Nihrstoffverhaltniss von 1: 7,36 entsprechen. Von dieser 
Ration wurde withrend der ganzen Zeit nicht abgegangen. 

Die andere Kuh 636 war ein Kreuzungsthier zwischen 
Zebu-Dittmarscher-Simmenthaler Kiihen, ungefiihr 4 Jahre alt 
und hatte zum zweiten Male gekalbt. Die Futterung war keine 
cleichmiissige, sondern wurde zweimal gewechselt. Von Oc- 
tober 1900 bis 25. Februar 1901 bestand ihre Ration aus 
(pro 1000 @ Lebendgewicht): 

7 & Luzerneheu, 


10 Gerstenstroh, 
2.5 Erdnussmehl, 
0.5 » Palmkernmehl, 
2 » Weizengrieskleie. 
40) Runkelriiben 


und enthielt: 
23,92 @ Trockensubstanz, 
1.732 wirklich verdauliches Protein, 
0,728 » Nichtprotein, 


0.463 verdauliches Fett, 
8,322 verdauliche stickstofffreie Bestandtheile, 
2.953. » verdauliche Holzfaser. 


Dies entspricht, unter Beriicksichtigung der durch die Beiftitte- 
rung von Hackfriichten sich ergebenden Depression, einem 
Nihrstottverhiltniss von 1: 7,23. An Stelle der 40 @ Runkel- 
riiben traten dann vom 25. Februar bis 5. Miirz 1901 20 @ 
Kartoffeln, die ibrigen Theile blieben dieselben. Die Niihrstoff- 
zusammensetzung war folgende: 

23,92 & Trockensubstanz, 

1,638 » wirklich verdauliches Protein, 

0,38 » Nichtprotein, 

0,437 » verdauliches Fett, 

8.753 » verdauliche stickstofffreie Bestandtheile. 

2,763 » aufschlessbare Holzfaser, 
mit einem Nihrstoffverhiiltniss von 1: 7,66. Am 5. Mirz wurde 
die Ration wieder etwas geiindert und in folgender Zusammen- 
setzung gegeben bis zum 1. Mai 1901: 

7 @# Luzerneheu, 


10 » Gerstenstroh, 
2.5 » Erdnussmehl, 
1.5 Palmkernmehl, 
2 Weizengrieskleie, 
4 Biertreber, 
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darin waren: 

23,440 & Trockensubstanz, 

2.589 wirklich verdauliches Protein, 

0,451 » Nichtprotein, 

0.668 verdauliches Fett, 

6,668 » verdauliche stickstofffreie Bestandtheile, 

3.309 » aufschliessbare Holzfaser 
enthalten, mit einem Nihrstoffverhiltniss von 1: 4,39. Vom 
Mai ab wurde dann wieder die Kartoffeln enthaltende Ration 
gereicht. 

Die Kuh 643 kalbte am 30. September 1900; leider 
konnte ich meine Untersuchungen erst am 6. October }e- 
ginnen, so dass also das Colostrum dieser Kuh nicht  unter- 
sucht wurde. Um aber auch tiber die Zusammensetzung des 
Colostrums orientirt zu sein, habe ich von anderen Kiihen 
Colostrum entnommen und untersucht. Selbstverstiindlich kann 
man, wenn das Colostrum einer Kuh bekannt ist, daraus 
keinen Schluss aut die genaue Zusammensetzung eines anderen 
machen, sondern nur behaupten, dass dasselbe iihnlich sich 
verhalten werde. 

Von Kuh 673 (Ostfriese) wurden sechs aufeinanderfolgende 
Gemelke des Colostrums untersucht. Unmittelbar nach = der 
Geburt des Kalbes wurde ein kleiner Theil des Colostrums 
abgemolken, aber, weil blutig, nicht verwandt. Das erste zur 
Untersuchung gelangende Gemelk wurde eine Stunde nach dem 
Kalben gewonnen. 

Die Zusammensetzung dieses Colostrums wird durch: tol- 
cende Zahlen veranschaulicht: 

Colostrum Kuh 673. 





| 


Speci- | Ge- |EKiweiss- 
Spec Wels 
fi : Fett Trocken- sammt | ori Ri 
scenes ‘¢e | : SUICK- “1welss 
Datum der Probenahme usenes | weM | substanz| stick- | 
Gewicht stoff | stoff 
0 0 a) 0 . 





1. Gemelk 26. XI. 00 Abends | 1.0715 4.15 26.95 2.8960 2.8397 18.08! 


2. > 27. XI. 00 Morgens] 1,0669 6,00 27.40 | 2.7288 2.6606 165)450) 
3. 27. XI. 00 Mittags [11,0710 — | 27,62 | 2,8110, 2.6670 16.9557 
i. 27. XI. OO Abends [1.0625 — | 26,11 | 2.5937 25494 16.2597 
5 28, XI. 00 Morgens| 1,0486, — | 21,10 | 1,8347) 1.7794 11.338 
6 28. XI. OO Mittags [1.0475 6.80! 21.50 | 1.7077 1.5571) 9.157 


Spiteres Gemelk vom 5. XII. OO} 1.0332) 3,85 13,38 0.6148 0.5781 3.6520 
} | 
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Albu- 





Casein- | | Rest: 
ee stick- | Casein ctick. Albumin | stick- | Asche 
stoff stoff | stofl 
Vin | 9), On Clo | od 0}, 
1. Gemelk 26. XI. 00 Abends [0.9075 5.7810. 1.9049 12.1342) 0.0665 11,925 
) 27. XI. 00 Morgens] 0.8414 5.3597, 1.8125 11,5456) 0.0764 11,406 
3, 27. XI. 00 Mittags |0,8433 5.3718 1.8914 12,0482 0,0698  — 
4. 27. XI. OO Abends | 0,7823 4.9833 1,7532 11,1679, 0,0698 = — 
D. 28. XI. 00 Morgens} 0.6365 4,0545 1.1382) 7.2503) 0.0697 11,328 
6 28. XI. OO Mittags | 0.5392 3.4347 1.0876 6.9280) 0.0697, — 


Spiteres Gemelk vom 5. XII. 00 


Die Kuh 674 kalbte 





0.4657 2.9655 


Kuh 674. 


am 23. Februar 1901 Abends. 


QO.1124 


0.7159! 0.0367, — 


Zur 


Untersuchung kamen die ersten beiden Gemelke, dann an den 
folgenden Tagen nur immer das Friihgemelk, also thatsiichlich 


das 1.., 


2., 5. und 8. tiberhaupt gewonnene Gemelk. 














Colostrum. 
eer as | Ge- = a 
Speci- | ihicsaileas Ps |Eiweiss-, 
— ; fisches | Fett | Trocken- sammt | stick- | Kiweiss 
Datum der Probenahme peers substanz| stick- | 
Gewicht stoff | stoff 
% %Fo Oy Fly 06 Vo 
1. Gemelk 23. IL. 01 Abends 71,0705) 3,00 23.85 | 2.7182!) 2.6697, 17.0059 
2. 24. I. OL Morgens} 1,0690 3.00 23.60 | 2,6984 2.6497 16,8786 
5 Zo. IL. Of 1.0360, 3.03) 13.30 | 0.8231) 0.7743 4.9323 
t. 26. IL. O1 1.0359 3.54 13,20. 0,7181 0.6832) 4.3519 
Casein- Albu- | Rest- 
bese facial min- |, tia ieniieds 
Datum der Probenahme stic X Casein athek. Albumin | stick Asche 
stoff stoff stofl 
) a 0 0 0 oO ) 
1. Gemelk 23. IL. O1 Abends | 0.7073 4.5055 1.8738 11,9361 0.0763 ~— 


) 


, 


2 





24. Il. O1 Morgens 


25. Il. O1 
26. Il. OL 


t.4743 
0.4743 3.0213 


0.4810,3.0639 


(0.7024 





LSdD1Ld 
0.3002 
0.18144 


11.7940'0.07656 — 
1.9123 0.0419 


1.1555 ~vacat - 








































Die Kuh 636 kalbte am 
wurden die ersten neun Gemelke, 
gemelk untersucht. 
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Kuh 636. 


OF 


at (Ss 


Januar 1901: 
und zwar Abend- und Frij})- 


vom Colostriny 


Mittags wurde nur ein wenig fiir das Kal} 


abgemolken und nicht untersucht. 

























































040-48 2.9608 0.1004 


Colostrum. 
Speci. | Iarocken-| ectane (Aweiar 
Datum der Probenahme nasil Fett | cubstanz| stick- | *tck- | Eiweis: 
Gewicht. | stoft | stoff | 
1. Gemelk 24. L. OL Mittags [1,0785 | 0,18 5 27,59 83,2088 3.1200 19.8744 
2. 25. I. OL Abends [1.0375 | 3.23) 13,98 0.8756 0.7935) 5.0546 
3. 26. 1. OL Morgens}1.0359 5,18. 15,30 | 0.7620, 0,7071) 4.5042 
4. 26. 1. 01 Abends 1.0353 451 14,60 |0,7278 0.6591 4.1985 
5. 27. I. OL Morgens}1.0347 | — | 14.15 | 0.6735, 00,6307 4.0176 
tH 27. I. OL Abends |1.0339 5.50 | 14.69 0.6604 0.6086 3.8761 
re 28. 1. OL Morgens]1.0333 15.20 | 15,10 0,6361. O.5910 3.7647 
&. 28. I. O1 Abends 71,0342 | 5,50 | 15,00 (0.6634 O.6114 3.8946 
9. 29. I. OL Morgens}1,0341 538 14.80 | /0,6280 0.5831) 3.7143 
10. u. 11. Gemelk 29.30. T. O1f1,0334 4,90. 14,10 | 0,6073 0,5: 586) 3.5383 
| | 
Casein- Albu- | | Rest- 
Datum der Probenahme stick- Casein ick Albumin’ stick- Asche 
stoff stoff | stoft 
00 Ho | OF o/, 01, 
1. Gemelk 25. I. OL Mittags 0.0508 OSSE 2 2.1710 1: 3,8293 0,0927 10.82.40 
2 25. 1. OL Abends }0.5130)3, 2678 | 1.2941) 1,87: 3410,0796 0.9694 
3. 26. I. OL Morgens] 0.5217 3.3239) nee 1,1370)0,0660 0.9656 
4. 26. I. OL Abends 0.5356 34118) 0,3502 2,2308)0,0666, 0,924) 
D. 27. 1. OL] Morgens]} 0.5376 3.42 (50,0918 (0,5848/0,0437 
ty, 27. I. OL Abends [0.5049 3.2162) 0.0984 0.6268'0,0503 ~~ 
7 28. 1. OL Morgens} 0, L759 3.0315. 0.1050 0,6689,0,0438 
Ss 28. |. OL Abends 10.5072'3.2309' 0.1098 0.6994.0,0461 O8'20s 
q 29. 1. OL Morgens] 0.4826 3.0742 0.1005 0,6402'0,0524 0.9424 
11. Gemelk 29. 30. O1 0) 9205 


0.6395 0,0502 
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Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, dass das 
Colostrum ein im Vergleich zu gewoOhnlicher Milch wasser- 
armes Secret von hohem specifischen Gewicht und hohem 
Trockensubstanzgehalt ist. Die Summe der Eiweisskérper er- 
reicht eine in Milch niemals vorkommende H6he und iibertrifft 
diese bis um das Sechsfache. An dieser Héhe ist sowohl das 
Casein wie das Albumin betheiligt, in den ersten Gemelken 
aber namentlich das Albumin (unentschieden bleibt hierbei, 
ob es Albumin oder vielleicht Globulin ist), das um das Zwei- 
bis Dreifache hoher ist als das Casein, wiihrend es in gewoOhn- 
licher Milch nur den fiinften bis sechsten Theil desselben aus- 
macht. Die Menge der Eiweissstoffe nimmt von Gemelk zu 
Gemelk ab, und zwar das Albumin bedeutend schneller, so 
dass sich allméhlich das in der Milch herrschende Verhiiltniss 
wieder herstellt; dies ist nach ungefiihr drei Tagen der Fall. 
Die stickstoffhaltigen nicht eiweissartigen Extractivstoffe sind 
auch in gesteigerten Mengen vertreten und kénnen bis zu 
9) mg und hoher in 100 ccm. anwachsen, das ist bis zu dem 
Doppelten des gewoOhnlichen Betrages. Der Aschengehalt ist 
um einige Zehntelprocente hoher als gewohnlich, sinkt aber 
von Gemelk zu Gemelk, ebenso wie die ‘lrockensubstanz und 
das specifische Gewicht. Der Fettgehalt ist ausserordentlichen 
Schwankungen unterworfen. Wenn man aus diesen drei Bei- 
spielen schon einen Schluss ziehen kann, so ist er Anfangs 
niedrig, bei einem Colostrum betriigt er nur 0,15°/o und zeigt 
von Gemelk zu Gemelk eine Zunahme, um beim Uebergang 
des Colostrums in gewoOhnliche Milch seinen normalen Stand 
einzunehmen. 

Betrachten wir nur das erste Gemelk jeden Colostrums, 
sO finden wir im Casein- und Albumingehalt  folgende 
Schwankungen: 

Casein .......- 4390— 6,09 %7o 
Albumin. . . . ~~ « 11,94—13,89 %o. 

In diesen Zahlen liegt eine Bestiitigung der oben citirten 
Angaben anderer Forscher; Grotenfeld’s Behauptung, Colo- 
strum enthalte iiberhaupt kein Casein, steht vereinzelt da und 
wird auch von meinen Befunden widerlegt. 
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Die Kenntniss der Verhaltnisse der Eiweissstoffe, ihpe 
Hohe, ihre Schwankungen, Ab- oder Zunahme ist aus ver- 
schiedenen Grinden, abgesehen von dem _ wissenschaftlichen 
Nutzen, sehr wiinschenswerth, da die Verwerthung der Milc), 
je nach Zusammensetzung der Eiweissstoffe eine verschiedene 
sein kann. Soll die Milch z. B. als Nahrungsmittel fiir Kinder 
dienen, so wird man naturgemiiss diejenige Milch vorziehen, 
die der Frauenmilech in ihrem Verhalten am niichsten kommt. 
Nun unterscheiden sich Kuhmilech und Frauenmilch vor Aller 
durch das verschiedene Verhiiltniss von Casein und Albumin, 
Stohmann!) gibt z. B. als Verhiltniss von Casein : Albumin 
fiir Kuhmilch 6:1, fiir Frauenmilech 1:1 an, Lehmann? 
fiir Kuhmilch 10:1, fiir Frauenmilch 2,4:1. Weichen nun 
diese Angaben auch weit von einander ab, so steht doch fest, 
dass in der Frauenmileh auf ein Theil Casein bedeutend mehr 
Albumin kommt als in der Kuhmilch. Dieser Umstand_ ist 
wegen der grossen Verdaulichkeit des Albumins  gegeniiber 
dem Casein nicht zu unterschitzen. Man wird also fiir die 
Lieferung von Kindermilch besonders die Kiihe beriicksichtigen. 
deren Milch sich durch einen hohen Albumingehalt auszeichnet. 

Kine andere Erwiigung greift dagegen Platz, wenn die 
Mileh zur Kiisefabrikation verwandt wird. Dann werden dic 
Thiere natiirlich eine hohere Ausbeute sichern, deren Milch: 
sich als caseinreich erweist. Da es nun denkbar ist, dass alt- 
milchende Thiere einen besonders hohen Caseingehalt, friscl- 
milchende einen hohen Albumingehalt aufweisen, oder auch 
umgekehrt, so ist es werthvoll, tiber diese Verhiiltnisse sich 
Aufsehluss zu verschaffen. Die Fachlitteratur weist Analysen 
von Kuhmilch, die wiihrend der ganzen Lactationsperiode aus- 
gefiihrt sind, in reichlicher Anzahl auf, die Eiweisskorper 
sind dabei aber weniger berticksichtigt worden, oder 
nur in ihrer Summe, nicht Casein und Albumin ge- 
trennt, angegeben. Um nun diese offenbar bestehende Liicke 
in etwas auszufiillen, wurde diese Arbeit, die Untersuchung 


1) Stohmann, Milch und Molkereiprodukte, 1898, S. 58. 


-——— 


2) Archiv fiir Physiologie, Bd. 56, S, 577. 
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hesonders der Eiweisskérper wihrend der Lactation, unter- 
nommen. Aber ein unvorhergesehener Umstand hat es mir 
unmdglich gemacht, die Arbeit zu Ende zu fiihren und das 
sesteckte Ziel zu erreichen. Aus bestimmten, hier nicht in 
Betracht kommenden Griinden konnten diesen Untersuchungen 
nur 12 Monate Zeit gewidmet werden. Unter normalen Ver- 
Iiiltnissen dauert eine Lactationsperiode ca. 9—10 Monate, 
so dass nach Verlauf der 12 Monate die Lactationsperiode 
litte beendigt sein miissen. Beide Versuchskiihe rinderten 
bald nach Beginn der Lactation, haben aber spiiter wiederholt 
umgerindert, so dass auch jetzt noch keine Trichtigkeit zu 
constatiren ist. Der Grund fiir diesen unregelmiissigen Verlauf 
ist vermuthlich darin zu suchen, dass beide Thiere behufs 
Kreuzungsversuche mit einem bullen anderer Rasse gepaart 
worden sind, wobei also keine Conception eingetreten ist. 
Meine Untersuchungen sind nun, so lange die Zeit es erlaubte, fort- 
eesetzt worden, und ich muss mich darauf beschriinken, aus dem 
vorhandenen Zahlenmaterial, soweit es mOglich ist, Schliisse zu 
ziehen, und zwar unter Zuhiilfenahme auch der Zahlen, 
welche Untersuchungen der Milch der Kuh 636 vom 
Ende der vorhergehenden Lactation entstammen. 

Die Milechmenge ist zu Anfang der Lactation sehr hoch 
und erreicht in beiden Fiillen den héchsten Punkt in der 
dritten Woche und bleibt ungefiihr einen halben Monat auf 
der Hohe. Dann geht der Ertrag zuriick und bleibt ca. 3 Mo- 
hate, abgesehen von unbedeutenden Schwankungen, constant 
und nimmt dann allméhlich ab. Ob diese Abnahme weiterhin 
periodenweise erfolgt, oder ein ganz allmiihliches Sinken ist, 
lisst sich aus den Zahlen nicht ableiten. Die Fiitterung scheint 
auf die Milchergiebigkeit einen Einfluss auszuiiben. Kuh 643, 
die Kindermilchkuh, die an und fiir sich die milchreichere ist, 
bleibt in Folge der sich stets gleichbleibenden Ration schliess- 
lich mit der Menge hinter Kuh 636 zuriick, die einen Wechsel 
in der Fiitterung durch eine reichlichere Milchabscheidung lohnt 
und im Ertrag auch nicht so schnell abliisst. Gegen Ende der 
Lactation nimmt dann die Milch, wie Tabelle IV zeigt, sehr 
schnell ab, bis die Secretion schliesslich voéllig aufhért. 

Die Trockensubstanz, im Colostrum eine Hohe von iiber 
erreichend, sinkt in der Milch bald auf die Hilfte und bleibt, 
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wenn sie ihren normalen Stand erreicht hat, ziemlich constant. 
um gegen Ende mit abnehmender Milchmenge wieder anzusteigey, 

Der Fettgehalt ist in den ersten Gemelken ganz niedrig. 
wird dann von Gemelk zu Gemelk héher und erreicht kurze 
Zeit nach dem Kalben seine grésste Hohe, auf der er einige 
Wochen verharrt. Er sinkt dann und bleibt, von einzelnen 
Schwankungen abgesehen, ziemlich gleichmiissig. Durch Fiitte- 
rungswechsel scheint er nicht beeinflusst zu werden. An dep 
Concentrationszunahme der Milch gegen Ende der Lactation 
ist der Fettgehalt durch seine Erhéhung mitbetheiligt, procen- 
tisch ist er hier bedeutend hoher als jemals bei Beginn. 

Die Eiweisskorper, die im Colostrum in ganz anderen 
Mengenverhiltnissen vorkommen als ino gewOhnlicher Milch. 
und die hauptsiichlich dem Colostrum seine charakteristische 
Zusammensetzung verleihen, gehen einige Tage nach dem [e- 
sinn der Milchabseheidung in den normalen Zustand iiber. 
Das Verhiiltniss zwischen Casein und Albumin und den Extractiy- 
stoffen bleibt im Verlauf der Lactation kein ganz constantes, 
liisst sich aber ungefiihr durch die Zahlen 4—) :1 =: 0.5 aus- 
driicken. Die Summe der Eiweissstoffe nimmt allmiihlich ab, um 
sich gegen Ende stark zu erhéhen, und zwar wiichst das Albumin 
schneller als das Casein. Im letzten Gemelk von Kuh 636 de: 
vorhergehenden Lactation verhilt sich Casein zu Albumin = zu 
Extractivstoffen wie 2:1:0,2. Das Verhiiltniss zwischen 
Casein und Albumin wird also ein immer engeres, wiihrend 
das der Extractivstoffe zu den Etweissstoffen das itibliche bleibt. 

Weitere Schliisse sind mit Sicherheit aus dem vorhandenen 
Material bis jetzt nicht gut zu ziehen. Da aber die Arbeit 
von anderer Seite fortgesetzt werden wird, so wird ein end- 
ciiltiges Urtheil gefiillt werden kénnen, wenn die Lactations- 
periode bei beiden Kiihen ihr Ende erreicht hat. 

Zum Schluss erfiille ich die angenehme Pflicht, Herrn 
(Geheimrath Professor Dr. Maercker, in dessen Laboratorium 
diese Arbeit entstanden ist, und Herrn Geheimrath Profes=: 
Dr. Kiihn fiir bereitwillige Ueberlassung des Versuchsmateria!- 
meinen Dank auszusprechen. 
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Gesammt- 


























ere Summe von Gie- 
ra pee ey -KUACtIV- Eiweiss- sammt- 
Fallungsmittel want stickstoff u.Extractiv- stickstoff 
stickstoff stickstoff direkt 
Qo V%~p "lo %s 
i. 
Gerbsdure « « « « ‘eet 0.5445 0.0331 0.5776 | 0.5795 
Phosphorwolframsiure. . . . 0.5506 0.0331 0.5837 
Trichloressigsaure. . . ‘ 05-403 0.0453 0.5838 
Alaun u. Cu(OH), .. . ~} 0.5486 | 0,0362 0.5838 
2. 
GerbsAure « «6 « « « edence 04949 0.0289 0.5238 | 0.5093 
hosphorwolframsaéure . , 0.4928 0.0328 0.5256 
Trichloressigsiure. .. . ~ «ft 0.4907 0.0308 0) 5215 
Alaun u. Cu(QH), . .-...-. 0),4806 0.0308 0.5174 
3. 
Gerbeiare « « 4 « « % —" 0.5485 0.0332 0.5767 | 0.5684 
Phosphorwolframséiure. . . . «J O,5414 0,0382 0.5746 
lrichloressigsaure. . . ‘ 0.5456 0.0353 0.5809 
Alaun u. Cu(OQH), . . . « » of 05497 0.0290 0.5787 
, 
4. 
Gerbsiiure ....... se O.5185 | 0,0332 0.5517 | 0.5496 
Phosphorwolframsiiure. . . . .} 0,5227 | 0,0382 0.5559 
Trichloressigsaure. . . ° 0.5185 003532 0.5517 
Alaun uw. COfO, « «1 2 ss 0.5123 0,0373 0.5496 
5. 
Gerbsiure . +. * « @ « 0.5181 0.0372 0.5553 | 0.5515 
Phosphorwolframsdure. ... 05223 0,0372 0.5599 
Trichloressigsiure. . . 2... .f OJD119 0.0372 0.5491 
Alaun u. Cu(OH), . , 0),3223 0.0372 0.5595 
6. 
OTDSRGTG 5.4 + & + + « » « 2 OPO 0.0288 0.5063 vacat 
Phosphorwolframsdure . .| 0.4816 0,0269 0,5085 
Tichloressigsiure. . . — 0.4775 0,0329 0.5104 
\] tun wu. Cu(OH), a ele . « 0.4754 \ 0.0288 0.5042 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXIII. 3+ 
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Tabelle I (Fortsetzung). 






















































































Gesammt- | ..,_ y: Summe von (re 
bad j eiweiss- | Extractiv- EKiweiss- samm! 
Fallungsmittel nies stickstoff (u. Extractiv- sticksto( 
| stickstoff stickstoff | direkt 
o 0. 0 
0 0 Uv 
7. 
(ierbsiure ... oe 0.4990 0.0371 0.5361 0.5219 
Phosphorwolframsiure . . 0.4969 0.0339 0.5308 
Trichloressigsaure . . ~| 04948 0.0359 0.53507 
Alaun u. Cu(OH), . - - ~ | 04947 0.0359 0.5306 
8. 
Gerbsiure ‘ ‘ 0.5030 | 0,0407 0,5437 | 0.5360 
Phosphorwolframsiiure . . . 0.5098 | 0.0428 0.5526 
Trichloressigséure . i: de 0.5016 | 0.0326 0.5342 
Alaun u. Cu(OH), . . 2... 0.5057 0.0407 | 0.0464 
2. 
(Gierbsiiture .. . ae , 0.5149 0.0366 0.5515 | 0.5414 
Phosphorwolframsiure . : O.D190 0.0407 0.5597 
Trichloressigsaiure . . . 7 O,5089 0.0366 0.405 
Alaun u. Cu(OH), . em 0.5089 0.0366 0.5495 
10. 
Gerbsiure ..+. -««» 0.5113 | 0.0368 0,d841 0.5522 
Phosphorwolframsiiure . ~| 05154 | 0.0411 | 0,5565 
Trichloressigsaure . “~ = Q,5092 0.0431 | 0.5523 
Alaun u. Cu(OH), . . 2. - ~| 0154 00-452 0.5606 
11. 
Gerbsaéure .... -« ‘ 0.5169 0.0432 0.5601 O.9570 
Phosphorwolframsaure . . + « 0.5169 0.0391 0.5560 
Trichloressigsaure . . 0.5169 0.0432 0.5601 
Alaun u. Cu(QH,) . ° , vacat vacat vacat 
12. 
Gerbsaure : . « 0.5413 | 0.0389 0.5802 | O05 
Phosphorwolframsaure . ; 0.5393 | 0.0369 0.5762 
Trichloressigsiure . . eo 8 0.5454 | 0.0410 O.d965 
Alaun u. Cu(OH), . «| 0,5372 | 00,0369 0,5741 
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Fallungsmittel petal stickstoff u.Extractiv- stickstoff 
atickstoff | stickstoff © direkt 
“io ; "ly lo 
13. 
Gerbsiure . 2 + «ee © 04918 0,0272 0.5190 | 0.5130 
Phosphorwolframsiure. . - . .]) O,4895 0,0272 0.5167 
Trichloressigsfure. . . 2... «| 04850 0.0295 0.5145 
Alaun u. Cu(QH), . . .- 2... «f 0.4839 0.0295 0.5134 
14 
Gerbsiure . - 2... 0.4419 0.0302 0.4721 | 0.4707 
CuSO, (Ritthausen) . .. . . «| 04419 0.0302 0.4721 
Metaphosphorsiure ..... 0.43357 0.0302 0.4639 
li Filtrat mit Gerbsiure fallbar | (0.0062) — (0.4701) 
15. 
Gerbsiiure . 2... ee eee 04315 | 0.0418 | 0,4733 | 0.4663 
Metaphosphorsiiture . . . . 2. ef 0,4246 0.0394 0.4640 
lm Filtrat mit Gerbsiure fallbar | (0.0069) | - (0.4739) 
16. 
Gerbsdure ....«..+ss««) O40 0.0278 0.4539 | O4585 
Phosphorwolframsaure . . . . 0.4307 0,0278 0.4585 
Metaphosphorsiiure . . 2. 2. + «0.4307 0.0278 0.4585 
i. 
Gerbsiure . 2... +--+ +--+ ef 00,4703 0.0396 | 0.5099 | 0,4979 
Phosphorwolframséiure. . . . «| O,#818 0.0397 0.5214 
Metaphosphorsiure . . . . 2. 6] 0.4588 0.0465 0.5053 
lin Filtrat mit Gerbsaure fallbar | (0,0115) = (0.5168) 
18. 
Gerbelame 1.0 es 4 HH * 0.5981 0.0467 0.6448 — 0,6292 
CusO, (Ritthausen) . . .. . .4 0.5981 0.0489 0,6470 
19. 
Gerbsfure ..... «+e + «| 05374 0.0378 0.5732 | 0.5619 
Mctaphosphorsaéure 0.5263 0.0399 ).5662 


lm Filtrat mit Gerbsiure fallbar 





(0.0199) | 


(0.5861 } 


= 
> 


4* 
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Gesammt- nn |Summe yon Ge- 
: PE EAUFACUIV~ EKiweiss- sammt- 
Fallungsmittel pias vn stickstoff ju. Extractiv- sticketon 
stickstoff stickstoff direkt 
0}, Oly %\9 a] 
20. 
Gerbsure ...+ +e —s 0.5172 0.0377 0.5549 | 0.5594 
AsQpmOl « 8 +-e twee ee 0.5172 0.0377 0.5549 
Im Filtrat mit Gerbsiure fallbar | (0,0067) | a= (0.5616) 
21. 
Gerbsure . 5 +» 2 + «0+ 0.4922 0.0317 0.5239 | 0.5077 
CusO, (Ritthausen) .. . . - «| 0.4946 0,0317 | 05263 
Metaphosphorsiure . . . . ~~] O,4900  — 0,0272 | 0.5172 
Im Filtrat mit Gerbsiure fillbar | (0,0159) — | (0,5331) 
Asaprol . . a. ee | 04870 | 0,0272 | 0.5142 
Im Filtrat mit Gerbséure fallbar | (0,0044) | _ | (0.5186) 
22. 
Gerbsaiure  * 0.4902 0.0409 | 0.5311 05174 
CuSO, (Ritthausen) ..... 0.4925 0.0454 | 0.53879 
Metaphosphorsaure cx 04857 0.0341 | 0,5298 
Im Filtrat mit Gerbsiure fallbar - — | —- 
Asaprol ....-...-- +] 04902 | 0,0363 | 0,5265 
Im Filtrat mit Gerbsiiure fillbar | (0,0113) — — 
23. 
Gerbsiiure 0.5021 0.0351 0,5372 | 0,53828 
Phosphorwolframsaure . 0.5043 0.0351 0.5394 
Metaphosphorséure O49T1 0.0351 0),5262 
Im Filtrat mit Gerbséure fallbar | (0,0109) — ~- 
Aeoerol 2 6s sce se oe Ce 0,0351 0,5306 
Im Filtrat mit Gerbsaure fallbar | (O,0088) | — — 
2+. 
Gerbaure. . . si «% 0.5337 0,0332 0.5669 9.5981 
Phosphorwolframsaure. . . . «| 0,0837 0.0332 0.5669 
CuSO, (Ritthausen) ...... 0.53859 0.0332 0.5691 
Trichloressigsiure. . . 0.5315 0.0288 0.5603 
Metaphosphorsiiure . . . . © ef] 0.5138 0,0354 0,5492 
Im Filtrat mit Gerbsiure fallbar | (0,0155) — —_— 
a a ae O,d182 0.0332 0.5514 
Im Filtrat mit Gerbsiiure fallbar | (0,0089) | —— — 
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Summe | Se 
| ail Eiweiss- eens 
; Casein- Albumin- | (3) 4 | Stickstoff. Extractiv- shea 
Fillungsmittel stickstoff . stickstoff | “°"'". “| (Gerb- | stickstoff | . 
Albumin- | wae) direkt 
stickstoff | ee 
95 0/5 0 0 0/9 05 
: 

Kalialaun . . - « «| 0.3456 | 0.1235 | 04691 | 04918 | — 0.5130 
Magnesiumsulfat . . . . | 0,3989 | 0,0895 | 04884 — sis fal 
y 4 
Kalialaun. ...... . {| 0.3544 | 0.1147 | 0.4691 | 0.5658 | 0,0293 | 0.4793 
Fssigsiure ohne Kohlens. | 0.3285 | 0,1204 0.4489 — _ 
3. 

Kalialaun ...... ef 03494 | 0.0966 0.4460 | 0.4419 — 0.4707 
Essigsiure mit Kohlens. .] 0.3515 = 0.0822. 0.4337 — —_ - 
4. 

Kalialaun ..... 0.3445 | 01004 | 04449 | 0.4859 | 0,0388 | 0.5133 
Magnesiumsulfat .. 0.4083 | 0.0753 | 0.4836 . ext - 
Leman. 2 « « « « 0.4311 | _— _— — | ~_ F 

5. 

Kalialaun. .... .. | 0.3410 | 0.0991 | 0.4361 | 0.4315 | 0.0418 | 0.4663 
Magnesiumsulfat . . . . 4] 0.3689 | 0.0673 — 0,4362 me pee ~ 
6. 

BAUAIAUM. 6 6 6 HR we | 0.3612 | 0.0764 04376 0.4261 | 0,0278 0.4585 
issigsiure u. Kohlenséure | 0,8635 | 0,0672 | 0.4307 a . 
Lehmann. . ..... {| 0,4078 | moni mt 4 a _ 
x 
RANSIGUM:. 6 s « & + « gl Meron 0.1192 | 0.4817 | 0,4703 | 0,0396 | 0.4970 
Magnesiumsulfat . . . .1 0.8946 | 0.1170 | 0.5116 Lee 
Lehmann. . 2. 6 e | 0.4053 — ~ wie ” =_= 
8, 

Kalialaun. . .. . . . ©] O4791 | 0,1913 0.6704 | 0.6699 | 0,0534 | 0.7141 

0.0512 _— a 
(Globulin 
Q, 
Kalialaun. . . « © © | 0.4513) 0.1422 | 0.5935 | 0.5981 | 0.0467 | 0.6292 
issigsiiure u. Kohlenséure | 0.4580 0.1378 0.5958 i oe 


isha . 
Magnesiumsulfat 
MRM. Sk kk aS 








0.4824 
ODSL1L4 


0.1156 


O.5DUS80 
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Casein- 


Summe 


| Albumin- |_, 


yon 


| EKiweiss- 


' ( 
| stickstoff. Extractiv- 


1eSamm} 














Faillungsmittel stickatoff | sticketort | “"°" | Gerb- | stickstoff 
| Albumin- | aidiata dire 
stickstoff |“ 
09 0/9 9% ut “/0 ! 
10. 
ROMAIOUN +s « s a + 5 cance 0.1354 | 05284 | 0,5374 | 0.0378 | 05619 
Magnesiumsulfat . . 0,4352 , 0,0977 | 0,5829; — | — 
LOhRMARn. « « « « « « wh OS — _— — — 
Lf. 
RAAMIAR ...04 «5k pw 0.3795 | 0,1398 | 0.5193 | 0.5172 | 0,0377 | 0.5594 
Magnesiumsulfat 2. 2 2] 0.4150) 0,0488 — | — | — 
(Globulin) 
12. 
Kalialaun. ..... . «| 0,3912 | 0,1285 | 0,5207 | 0,5185 | 0,0332 | 0,5495 
— | 0,0288| — ee 
|| Globulin) | 
Kssigsiure u. Kohlensiure | 0,8899 | 0,13807  0,5206 | — —- 
Magnesiumsulfat . 2... | 0.4254 | 0,1063 50,5317 | — | — 
Lehmamhs.. +. + « 0.4749 | — re ae ee 
13. 
BANOIREN. «4455 % = 0.3680  O,1108 | 0.4788 | 0.4922 | 0.0317 | 05077 
Fssigsiiure u. Kohlensiiure | 0.83769 0.1087 | 0,486 ~-— -— 
Magnesiumsulfat .. 0.4123  0,0929 | 0.5052 | - | 
LAnMORD . ss ss ss oO? - | ; o— | — 
1+. 
Kahialaun. ... 0.3836 | 01294 | 0,5130 | 0,4902 | 0,0409 | 0517: 
— | 0,0454 Let a a 
(Globulin | 
Fssigsiiure u. Kohlensiiure | 0.3836 O4112)0 04948 | — | — 
Magnesiumsulfat . . . . | 04040 | 0.0931 | 0.4971 | — | — 
Lehmann. . 0.4372 ~- — | — | — 
15. 
ee 0.3859 | 0.1162 | 0,4921 | 0,5021 | 0,0851 | 0.5525 
Essivsiure u. Kohlensiure | 0.3859  O1162 0.5021 — - 
Magnesiumsulfat .. . 04297 0.07538 | 0.5050 — ae 





Lene. .«.% s-% * « 


O.4179 

































tm Fs 


— 
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Summe a a 
| von seatannagtlll Gesammt- 
Casein- | Albumin- | |, or | stickstoff. |Eextractiv-| i . toff 
Fallungsmittel stickstoff | stickstoff | ~". | (Gerb- | stickstof!!~ |. 
_ Albumin- pa direkt 
stickstoff —r 
0/5 0/5 0, | 0/4 05 9% 
16. 
Kalialaun. . . + « » ~ | 0.3922 | 0.109% | 0.5016 0.5062 0.0410 — 0.5382 
Pesigsiiure u. Kohlensiure | 0.3922) O,1140 | 0,5062. | - 
Macnesiumsulfat . . . . | 0,4287 — | — | — 
17. 
Kalialaun. ... . 0.4097 |) OAL9S | 0.5292 | 0.5337 | 0.0332 | 0.5581 
Pesivsiture u. Kohlensiure | 0.3875 — 0,1373 | 0.5248 ~ _ 
Macnesiumsulfat . 0.4385  OO886 | 0.5279 | nan 
Lenmem. «+ « «+ 0.4979 — | 
Kochaalg . + « « » « % 0.4429 00,0908 | 0.5337 | = — — — 
18. 
Kalialaun .....-. O4085 | 01331 | 0.5416 | O,5301 | 0.0344 | 0,5462 
noe 0.0534 — | 
(Globulin) 
Fssigsiiure u. Kohlensiiure | 0.3947 | 0,1285 | 0,5232 — - ~— 
Magnesiumsulfat .. . 0.4383  O,0O918 | 0.5301 —_ . 
Kochsalz. . 2. + . + « «| O4361 | 0,0941 | 05802 | - 
19. 
RAlaIAUH. « 2 6 es 0.4082 | 01331 | 0.5413 | 0.5412 9 0.0428 | 0.5683 
Magnesiumsulfat .. 0.4420 | 0.0992 | 0.5412 ~~ 
ROCIIGIE:. 2 & & es 04443 | 0.0902 0,5345 — — 
— 0.0011 — — — 
(Globulin 
2), 
Kalialaun. . . 2. « 0.3995 | 01354 | 0.5349 | 0.5416 0.5732 
Magnesiumsulfat . . 04446  O.O95L | 0,5417 . —— 
| a ae 0.4536 9 0.0812 | 0.5348 _ ~ 
— 0.0012 . 
Globulin 
21 
Kaialaun . 0.3862 |) 0.1226 9 0.5088  OS5O88 — 0,0307 — 0.5435 
Magnesiumsulfat . ),4288 — — 
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Datum Milch- Speci- | Trocken 
one fisches Fett ia 
der Probenahme menge ubsta 
Gewicht 
kg %0 90 
6. Oktober 1900... a 430 | - if 48 
10. 1900. . 15,70) — 4.25 ()4)9" 13 
17 1900 . 18.30 1.0319 4.05 79 
20. 1900... 17,45 | 10315) 3,98 ae apa 
31. 1900 18.15. 1.0308) 3.95 13.05.) 5 
7. November 1900 . 17.00 | 1.0307 4.40 13,37 | 0 23) 
1+. > 1900 . 13.45 | 1,0309) 4,43 13.35) 4 1265 
21. 1900. 15,50 , 1,0800) 3,98 12.85 0 ALI 
28. 1900, 16,15 | 1.0313) 418 | 1310 6 13 
). December 1900 . 15.90 | 1.0299 3.98 12.68 6 43 
12. 1900. 16.00 | 1.0300) 3.90 | 12.750 20) 
1%). 1900. 17,40 | 1.0296) 3.50 | 12.11 | it 
9 Januar 1901. , 17.30 | 1.0303) 3.50 | 1212 | He) 
23 LOOL. 16.90 | 1.0298; 3.50 | 12,10 is] 
24 1901 . 16,30 1,0304, 3,80 12.25 | 4650 
5. Februar 1901. 15,60 ; 1.0297 3,48 11.85 | 34 
12. 1901. 15,45 | 1,0300|} 3,75 9 12,27 6 I 
20), 1901. 15.65 | 1.0303) 845 |) 11.99 127 
27 1901. 14.70 | 1.0295! 3.80 | 12.20 2 
12. Marz 1901. 14.15 | 10296 360 12.15 | He 
20). 101. 13.85 | 1.029%) 340 9 11.75 Te 
27 901... 13.70 | 1,0294, 3.98 | 11.79 | 195 
3. April 1901. 13.20 | 1,0298' 3,45 | 1210 052 {002 
10). Il. 13.40 | 1.0292; 335 | 11.75 04 3474 
l7 > [901 . 11,50 | 1.0301! 3,70 | 12.50) 05 DXF 
D4. LOOL . 12.05 | 1.0291) 3.90 12.73 Oo HI 
1. Mai L901. ; 10.50 1.0295 4,25 12.95 0502 Ho] 
8. 101. 11.25 | 1.0291, 380 | 12,22 (oe 3.469 
22. INL 10,20 | 1,0290 3.60 12,06. 0 3 
ds Juni i) ee 7.79 | 1.0285' 4.20 12.55 0 0 74 
26. 1901. . 955 1.0270) 3.20 9 10.85 04% oh 
St. Juli [901 . « 7.20 | 1.0316! 5.35 1404 05 4.52 
14. August 1901. ‘ 6.59 1.0295 L.80 875 ‘04 
21 Ol... 6,70 | 103810! 585 | 15,7 








53 


j.fgpich im Laufe der Lactation. 
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L iw eiss- 


Casein- 


Albumin- 


Extractiv- 









. Eiweiss Casein Albumin Asche 
tol stickstoff stickstoff stickstoff stickstoff 
0’) ig 0/5 0), OJ 0!) 01) 
| | 

KyI88 0.6327 | 4,0803 | 0.4792 | 3.0525 | O1913 1.2186 | 0,053+ --- 

; 930 0.5981 | 38,8099 | 04514 | 2,8754 0.1423 09065 | 0,0489 -- 
3793. «0,9375 | 3.4239 | 0,3931 | 25040 01333 O849L | 0.0377 — 
634 0.5172 | 38,2946 | 0.3796 | 2.4181 | 0.1398 0.8905 | 0,0377 | 0.7980 
003. 0.9185 | 3,3028 | 0.3922 | 94983  O1285 OBKLRD | 0,0332 . O.81L00 
I353 0.4924 | 3.1366 . 0.3682 | 23454 01109 0.7064 | 0.0317 | 0.83500 

73 055——(0.4903 | 31232 0,3836 (24435 | 01294 | 0.8243 | 0.0406 | 0,8232 
MIS 0.5129 | 32672 | 0.3859 | 2.4582 0.1248 | 0.7949 | 0.0363  — 
44939 0.5192 | 3.3073 | 0.3877 | 2.4696 | 0.1269 | 0,8084 | 0,0369 | 0,813 
4360 (0.5240 | 3.3379 | 0.3924 | 24996 | 0.1339 | 0.8529 | 0,0392 ~~ 
295 0.5130 | 8.2678 | 0.3790 | 2.4142 0.1340 | 0.8536 | 0,0369 | 0.8406 
3545 60.5021 | 31984 | 0.3685 | 2.3473 | 0.1221 | 0.7778 _ (8279 
34007 . OOL95 3.2837 | 0.3917 | 2.4951 | 0.1192 | 0.7593 | 0,0335 0.9182 

’ 44818 0.5286 | 3.3672 | 0.4088 | 2.6041 | 0.1242 | 0.7912 | 0.0294 | 0.8845 
4602 O.5094 | 3.2449 03804 | 2.4231 | 01246 | 0.7937 — 0,0415 
54O , 0.9021 3.1984 » OB858 | 2.4575 | 01162 | 0,7402 , 0.0351 
433 0.4976 | 83,1697) 0.3814 | 2.4295 | 01164 | 0.7415 | 0.0388 —_ 
R77 0.1062, 3.2245 0.3922 2.4983 | 01094 | 0,6969 | 0,0410 0,799 
29) 0.5105 | 38,2519 O.B854 ; 2.4549 01127 | 0,7179 | 0,0345 

s 14067 0.5072 | 3.2309 0.3809 | 2.4263) 0,1279 | 0.8147 | 0,0419 O.8119 
(022 0.5161 | 3.2493 0.3643 | 2.3206 01524 | 0.9708 | 0,0287 vs 
IL 0.5837 3.3996 0.4097, 2,6098 | 01196 | 07619 | 0,0382 nae 
29 O5011 31920 0.3973 | 2.5308 | 01190 | 0.7580 , 0.0343 0.7908 

799 0.5302 | 3.3774 0.4086 | 2,6028 | 0.1331 | 0.8478 | 0,0344 | 0,7650 
57) O.434 | 3.4615 0.3924 | 2.4996 | 0.1353 | 0.8619 0.0361 0.7920 
H201 0.5412 | B4474 © 0.4082 | 2,6002 | 0.1421 | 09052 | 0,0429 * 
M13 O.5416 . 3.4499 | 0.3995 | 2.5448 | 01377 | 0.8771 | 0.0406 “a 
2] (). 5ORS8 32411 0.3816 | 2.4508 0.1226 | 0.7809 | 0.0278 
M2 0.5097 = 3.2468 0.3939 | 2.5091 01274 | OB115 | 0.0371 . 
“48 0.5278 = =3,3621 0.3808 | 24957 | 0.1425 | 0.9077 | 0.0467 - 
29022 0.4354 | 3.7735 | 0.3394 | 2.1619 | 0.0938 | 0.5975 | 0.0223 _ 
4.5202 0 6675 42519 0.5076 | 3.2840 0.1508 0.9606 0,0610 
lt O 6016 88323 0.4440 | 2.8285 | 01421 09002 , 0.0535 
0.7063 | 4.4991 _ -_ pee _— OO444 

































Gustav Simon. 
















Tal, 
Untersuchungsergebniss. jmp 1 

Datum Milch- peer | Trock 
fisches Fett fi 

der Probenahme menge substar 

Gewicht | 
ke 0/p 0 
| ! 
17. October 1900 ; 3.01 | 1.0348 5.68 is 6339 
20), , 1900) 2.65 | 1.0350 | 6,10 om (7 787 
a 100 ° 2,42 | 1.0350 | 6.05 7.30 0° ss)? 
7. November 1900 1,30 | 1.0339 | 688 | 17.79 0s 107 
Li 1800 985 | 1,0350 6,00 7.47 | ON isi 
21. 1900 einige | = — 6,90 | 16,73 | sit 
ccm. | 

Vom 21. November 1% S$ é 
1. Gemelk 25. Januar 1901 Mittags — | 1,0785 | 0.15 | 27.35 | 32 aD)! 
2. 25), 1901 Abends . — | 1,0375 | 3.23 | 13.98 0s; 76 
3. 26. 1901 Morgens . — 1,0359 | 5,18 | 15.30 | 07 S30 
t. 26. L901 Abends 1.0353 | 4,51 14,60 4.79 bd 
5, 27. 1901 Morvens . - 10347} — | 14.15 067 2M2 
b 27. 1901 Abends . --- 1,0339 | 5,50 | 14.65 "7 
‘ 28. 1901 Morgens 1,0333 | 525 | 1510 6 aM 
of 28. 901 Abends -— 1.0342 5.D0 15.00 | 2h) 
v. 20. L901 Morgens . — 1.0341 | 5.38 14.80 042 MW 
Ma Tt. 29. Ol ... 15,45 | 103834) 4,90 | 1440 (ir SiN 
5.Februar 1901. 16,00 | 1,0318 | 4418 | 13.27. 02 19 
on 1901 16,85 | 1,0326 | 3,78 | 13,00. | B21 
20) 1901 15.60 | 10319) 410 | 13.55) 04s) ple 
20 190 14.60 | 1,0316 | 3,90 | 12.75 04% nN 
12. Marz 1901 13.40 | 1.0315 | 350 |} 12.25. 0 BLE 
20, > ~~ 1901 13.40 | 1,0318 | 3,95 | 12,39  045/7 Be 
27 1901 . . 13,90 | 1,0315 | 3,70 | 12,20 | a 
3. April 1901. 13,20 | 1.0311 | 3.35 | 12.00 deb 
10 1901 12.10 | 1.0318 | 3.45 | 1218 a 
17 Ol... 12.30 | 1.0307 | 3.40 |) 12.05. | voi 
2-4. Lot 11.35 1.0305 345 | 11,93 | ars 
1. Mai 1901 12,65 | 1.0312 3.59 | 12,35 04 ei 
X. 101 13,70 | 1,0319 | 3.50 | 12.45 0 oH 
2? OL. 11,40 | 1.0320) 3,65 | 12.92 04 i 
o% Juni (OL. . 9.50 | 1.0319 | 3,65 | 12,75 0% ws 
26 1901 . 955 1.0308 3.20 12.88 Be 
31. Juli 1901. . 050 1.0296 3.48 1170 se 
4. August 1901 10.20 1.0313 3.73 12.68 hh 

21 i901. . 925 1.0308 | 388 | 12,75 
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) im Laufe der Lactation. 











Extractiv- 


stickstoff 


Casein- Albumin- 


Eiweiss Casein Albumin asche 


tol ctickstoff | 





‘stickstof | 


stickstoff | 





0 O16 0/5 0/, 0!) 0/5 0), 0/5 
ag 0.7286 | 4.6412 | 0.5949 | 3.7895 | 0,1270 0.8089) 0,0401 0/7900 
-.-  ().7438 | 4,7380 | 0,6279 | 3,9997 | 0.1202 | 0,7657 O.O0401 OYd80 
wi? 0.7426 4.7304 | 0.6206 | 39532 | 01197 0.7625 0.0333 
407 0.8227 52406 0.6759 43055 0,1512 0.9631 0,0364 — O.8810 
nif 0.8261 35,2623 0,6755 | 4.3029 | 0.1597  1,0173, 0,0411 | 0.8976 
S01 0.8922 5.6833 | 0,6209  3,9551 | 0.2599 1.6556 0.0483 
-95. Januar 1901 trocken. 
SOL 3.1200 | 19,8744 | 0.9558 | 6.0884 | 2.1710 | 13.8293) 0,0927 | 10,824 
-“ ().7935 | 50546 | 0.5130 | 2.2684 | 0.2941 1.8734! 0.0796 | O.9694 
3339 0.7071 4.5042 | 0.5276 | 3.3608 | 0.17835 | 1,1370) 0,0660 | 0.9656 
H O.6994 41985 0.5356 | BY4118 | 0.3502 | 2.2308, 0,0666 | 0.92 1) 
142 0.6307 | 4.0577 | 0.5376 | 3.4245 | 0.0918 | 0.5848 | 0,047 — 
1Wi7 0.6085 | 83,8761 | 05049 | 3.2162 0,0984 | 0,6268 | 0.0505 
19 0.5910 | 0.7647 | 0.4759 38,0315 | 0.1050. 00,6689) 0,0438 
yi O.6114 3.8946 0.5072 | 3.2309 | 01098 | 0.6994) 0.0461 0.9208 
9 0.5831 | 3.7143 | 0.4826 | 3.0742 | 0,1005 0.6402 0.0524 0.9429 
, 8) (0.5986 | 3.5583 (0.4648 | 2.9608 0.1004 | 0.6395) 0,0502 — 0,9205 
19 0.4956 | 31569 | 0.4257 | 2.7117 | 0.0742 | 0,4727| 0,0349 
2} 04713 ) 3.0022 0.4007 | 2.5525 | 0.0688 — 9.4064 0.0342 = 
. et 0.4685 | 2.9843 | 0.3980 | 2.5353 | 0.0659 | 04198) 0.0341 - 
. Wt O4415 | 28124 | 0.3744 2.3849 0.0641 040835 0,0306 — 
B16 0.4144 | 26397 | 0.3526 | 2.2461 | 0,0792 0.5045) 0,0418 0.6744 
Mess 04172 | 2,6576 | 0.3377 | 2.1511 | 0.0817 0.5204, 0.0575 — 
72 0.4258 | 1.7123 | 0.3640 | 2.3187 | 0.0662 | 0.4217} 0.0397 
19% 0.4275 | 2.7232 . 0.3636 | 2.3161 | 0,0708 | 0.4509) 0.0366 00,5840 
PSW8 0.4159 |) 2.6493 | 0.3474 | 2.2129 | 0.0709 | 0.4516) 0,0366 0.6608 
76 04242 2.7022 9.3992) 22881 0.0673 0.4287, 00494 — 0.6680 
07729 0.3975 2.5321 0.3279 2.0887 0.0764 04867) 0.0472 
M308 0.4491 | 2.8162 | 0.3725 | 2.3728 | 0.0696 0.4434 0.0471 
S4¢ 04497 | 2.8656 | 0.3782 2,4091 | 0.0715 | 0.4555) 0.0346 
Ih 04648 | 2.9608 | 0.3899) 2.4837 | 0.0785 O5JO000 0.0296 
45 0.5088 3.2411 | 0.4247 | 2.7053 00819 | 0.5217 0,0464 , 
716 0.5071 | 3.2302 | 0.3936 , 2.5072 . 0.1023 90,6517 _ _- 
140.4431 | 2.8995 0.3549 | 2.2607 | 0.0684 0.4257 0,0397 on 
71 380.4753 3.0977. | 0.8913 2.49296 | 0,0685 = 0,4863 — 0,0265 
P1155 0.4626 = 2.9468 0.4095 one snl 0.0354 _ 



































Gustav Simon. 


Colostrum und einige ¢ 
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Spa 
——————— - ren elke 
Mileh- | Spec | ett | Trock 
Datum der Probenahme menge | fisches ? | substan; 
| Gewicht | | 
kg %/9 
| 
26. November 1900 Abends . .] 1. Gemelk | 1,0715 | 4,15 26.95 9 
27 1900 Morgens . . | 2. > 1,0669 | 6,00 27.40 9° e 
x?) 
27. 1900 Mittags . .J3. > 10710; — 27.62 2” 
27. 1900 Abends . .J4 > 10625; — | 2611 QM’. 
| D| 
28, 1900 Morgens:. . | 5. 10486; — 2110) ’ 
28. 1900 Mittags . . 6. 1,0475 | 6,80 21,50 | 13 
. 7 A STS 
d. Dezember 1900 ..... 11,40 1.0332 | 3,85 | 13.38 
12. s000 . . 15,83 | 1,0320] 3,90 | 13.30 - 
| L4 
19. P00... « » « 16,50 1.0313 | 3,65 12.70) 
| Is] 
9. Januar 1901 15,50 10311) 3,50 12.30 
23}. Me ices + ee 13.90 1.0300! 383 | 12.43 = 
i2. Mirz 1901 .. 11.80 1.0308 3,20 11.85 , 
| 1 
| 
Colostrum 
h 67 
ae 
Milch- | ewer | Fett Frock 
Datum der Probenahme menge | fisches | ? sub 
| Gewicht 
kg % 
23. Februar 1901 Abends . . 1. Gemelk | 1.0705 | 3,00 23,80) 
| L4 
2-4. 1901 Morgens . . .] 2. | 1.0650; 3,00 9360 2 
| 7.18 
25 1901 5. | 1,0366 3.03 13.30 
6. 1901 8. | 1.0359 | 3.54 | 132 ; 








elke der Kuh 673. 


Beitrag zur Kenntniss der Eiweisskirper der Kuhmilch. 








Kiweiss- 


Casein- 


j 
} 
| 
} 
} 
} 


Albumin- 


Extractiv- 














stickstoff Eiweies | atickstett | “8” | stcxstet | APO | sucketes 
| | | 

iY 75 ~—-2,8390 | 18,0889 | 0.9075 5.7807 | 1.9049 121342 0.0665 
; 25 = 2.6606 | 16,9480 | 0.8414 5.3597 | 1.8124 11.5456 | 0.0764 
¥ rut 2.6670 | 16.9887 | 0.8433 53718 | 18914 12.0482 0.0698 
; 19 = 2.5494 | 16,2397 | 0,7823 4.9833 | 1,7532 11,1679 | 0,0698 
BB) 1,794 | 11,3348 | 0.6365 4.0545 | 11882 7,2503 | 0,0697 
PxT80) 1.5571 9,9187 | 0.5392 34347 | 1,0876 6.9280 0.0697 
163 | 0.5781 3.6825 | 0.4657 2.9655 | 0.1124 0.7159 0.0367 
Li8 — O,5085 3.2391 | 0.4165 2,6531 | 0,0943 0.6009 | 0.0368 

S18 0.4812 | 3.0652 | 0.3941 2.5104 | 0,0825 0.5255 | - 
Wi) 04745 | 83,0226 | 04003 | 2.5499 | 0.0697  0,4499 | 0.0293 
6) 0.4656 | 2,9659 | 0.3981 | 2.5358 0,07-42 0,4771 | 0.0292 
3 0.4769 | 30879 | 04081 2.5996 | 0,0683 0.4351 | 0,044 

| | 
BB 67. 

A Eiweiss- tis | Casein- —— Albumin- re Extractiv- 
. _stickstoff | stickstoff stickstoff stickstoff 
SHY 2.6697 | 17,0059 | 0.7073 5.5055  =1.8738 | 11,9361 0.0763 
= 168 2 6497 16.8786 0.7024 4.4743 1.8515 11.7940 0.0766 
2631 (0,7743 4.9323 04743 3.0213 0.3002 1.9123 0.0419 





(6882 


0.4810 


53,0639 





O,1814 


1.1555 


vacatl 






























Ueber die quantitative Bestimmung der Harnsdure im Harn. 


Von 
Adolf Jolles. 


(Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. und Dr. Ad. Jo]! 
in Wien.) 


(Der Redaction zugegangen am 15. August 1901.) 


In emer Abhandlung, die den obenstehenden Titel triigt. 
haben Folin und Shaffer?) gelegentlich der Besprechung 
der neueren Methoden zur Harnsiiurebestimmung im_ Har 
einige EKinwiinde gegen die von mir in Vorschlag gebraclite 
Methode zur quantitativen Harnsiiurebestimmung im Harn ¢r- 
hoben, die — wie im Nachstehenden gezeigt wird — einer 
experimentellen Nachpriifung nicht Stand halten. Zuniichst }e- 
zweilfelten die Verfasser, dass die Zerlegung der Harnsiiure 
unter den von mir angegebenen Bedingungen nur bis zum 
Harnstoff geht, und nehmen an, dass der Harnstoff in 
Ammoniak und Kohlensiiure zerlegt wird. Ob zwar ich dure: 
die Analyse des oxalsauren Harnstoffes den Nachweis gelicter'! 
habe, dass die Zerlegung der Harnsiiure in schwach saurer 
Losung nur bis zum Harnstoff erfolgt, so wiire selbst im Fille 
der Richtigkeit) dieses Einwurfes die Exactheit der Methode 
durchaus nicht erschiittert, indem ja bekanntermassen Ammoniak- 
salze durch Bromlauge quantitativ ihren Stickstoff in Gasform 
abgeben. Durch diese Bemerkung wird also die Genauigkei! 
der Methode in keiner Weise tangirt. Was nun einen wicli- 
tigeren Einwand betrifft, dass niimlich die volumetrische. be- 
stimmung des Stickstoffes aus dem Harnstoffe vermittelst brom- 
lauge nicht genau sel, so muss demgegeniiber darauf verwie=cu 
werden, dass diese Behauptung in dieser allgemeinen Fort 
absolut unrichtig ist. Dass die volumetrische Bestimmung 
des Harnstoffes von der Concentration beeinflusst wird, i! 
eine allbekannte Thatsache. Nachdem ich aber, wie its 
meinen zahlreichen publicirten) Versuchen  hervorgeht, =u! 


1) Zeitschrift fir physiologische Chemie, Bd. XXXII, S. 552 
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reiner Harnsiiure richtige Resultate erhalten habe, so geht 
daraus hervor, dass bei Einhaltung der von mir angegebenen 
Bedingungen, unter denen speciell auf die Anwendung eines 
Schiittel-Apparates besonders Gewicht gelegt werden muss, 
die Fehler die zuliissigen Grenzen nicht iiberschreiten. Dass 
ich nicht die tibliche, sondern eine verdiinnte Bromlauge zur 
Anwendung vorgeschlagen habe, beruht darauf, dass in den 
praktisch moglichen Fallen nach meinen Versuchen diese Menge 
you Brom. ausreicht. 

('m dagegen gesichert zu sein, dass nicht zu viel Harn- 
<iure im Verhiltnisse zur Bromlauge vorhanden sei, habe ich 
wich ausdriicklich angegeben, bei concentrirten Harnen geringere, 
bei verdiinnten Harnen gréssere Harnquantitiiten (50° resp. 
2) com.) In Arbeit zu nehmen. 

Folin und Shaffer fitihren in ihrer Arbeit als Beweis 
fiir die Riechtigkeit ihrer Behauptung, dass die Harnstoff- 
bestimmung in verdiinnter Loésung unausfiihrbar sei, einen 
Versuch an, in welchem nur circa der vierte Theil des Ge- 
sammitstickstoffes entwickelt wird. Dieses  auffiillige Resultat 
hat mich veranlasst, diesen Versuch zu wiederholen, und aus 
dem Resultate, welches unter den Beleganalysen angefiihrt ist 
Versuch 2), geht hervor, dass der Fehler in diesem Falle 
nur gering ist und circa 3°/o betriigt. Ich habe im An- 
<chlusse an diesen Versuch noch eine Anzahl weiterer Beleg- 
analysen ausgefiihrt, die alle eine quantitative Zer- 
legung des Harnstoffes erweisen. (Versuch IV, V und V1). 
Worauf die grosse Differenz zwischen meinen Resultaten und 
denen von Folin und Shaffer zuriickzufiihren ist, vermag 
ch nicht zu entscheiden, vermuthlich haben die Verfasser 
keinen Schiittelapparat verwendet.!) Jedenfalls ist es sehr zu 
bedauern, dass die Verfasser keinen einzigen Versuch 
Init reiner Harnsiure nach dem von mir beschriebenen 


J) Bei dieser Gelegenheit sei bemerkt, dass die Glasréhren des 
“chutteleylinders unmittelbar unter dem Gummistopfen abgeschnitten 
verden kénnen und hierdurch noch besser als durch das Hinauf- 
viegen das Eindringen von Fliissigkeit in den Kautschukschlauch ver- 
eden wird. 



































Adolf Jolles. 


Verfahren ausgefiihrt haben und eine Methode kritisirey, 
ohne den einfachsten Weg zu ihrer Erprobung einzuschlagen. 
niimlich den einer Beleganalyse. 

Nachdem die Wiederholung der Folin-Shaffer sche 
Versuche ergeben hat, dass auch in dieser Verdiinnung die 
volumetrische Harnstoffbestimmung hinliinglich gute Resultate 
liefert,!) wire fiir mich kein Grund vorhanden gewesen, mic}: 
mit den Conclusionen zu beschiftigen, welche Folin und 
Shaffer an diesen Versuch gekniipft haben. Die Angaben 
von Folin und Shatfer haben mich aber veranlasst, die you 
mir angegebene Methode der volumetrischen Bestimmung dey 
Harnsiiture unter verschiedenen Concentrationsverhialtnissen der 
Bromlauge durchzupriifen. 

Die Resultate sind in Kiirze folgende: 

Die von mir angegebene Verdiinnung der Natriumhy)o- 
bromitlbsung (8O g Natronhydrat und 25 g Brom. pro Liter) 
liefert richtige Resultate. Bei der concentrirten Natrium- 
hypobromitlosung (100 g NaOH in 250 ccm.) hingegen treten 
Fehler auf, fiir die eine bestimmte Ursache derzeit nicht an- 
gegeben werden kann. 

Die neuerlich durchgefiihrten Beleganalysen mit 
reiner Harnsiiure zeigen die Zuverlissigkeit meiner 
Methode. Uebrigens méchte ich bemerken, dass bei meine! 
Methode das Gesammtvolumen der Fliissigkeit im = Schiitte!- 
cylinder inclusive Bromlauge cirea 100 bis 110 ecm. betrigt, 
nachdem das Oxydationsprodukt nach erfolgter Entfernung des 
liberschiissigen Permanganats mit einigen Tropfen Oxalsiure 
auf circa 25 bis 35 ccm. eingedampft wird. 

Was endlich die von Folin und Shaffer angegebenen 
Modificationen ihrer Methode betrifft, so ist es tmmerhin mog- 
lich, dass dieselben einen Fortschritt bedeuten, hingegen mus- 
nach wie vor das Bedenken gegen die Methode aufrecht er- 
halten werden, dass in vielen Fiillen, namentlich bei patho- 


1) Voraussetzung ist immer, dass die Temperatur des Apparates 
vor und nach der Ablesung die gleiche sei, d. h. der Apparat muss \ 
Luftzug geschiitzt sein und nach der Reaction muss man circa 10 Minuten 
warten, bis sich das Temperaturgleichgewicht eingestellt hat. 
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logischen Harnen, der Endpunkt der Titration nicht mit 
Sicherheit festgehalten werden kann. 


Beleganalvysen. 


I. 20 ccm. 0.47 °/oiger Harnstofflésung wurden durch 25 ccm. der 
econcentrirten Natriumhypobromitlésung (400 g NaOH und 100 ¢ Brom 
pro Liter) unter den vorschriftsmassigen Bedingungen zersetzt. Es wurden 
erhalten 38,89 ccm. N (748 mm., 25° C.), entsprechend 99,04°/o des ange- 
wandten Harnstoffes. 

Il. 20 cem. derselben Harnstofflisung mit 100 cem. Wasser ver- 
diinnt und in derselben Weise durch Zusatz von 25 ccm. concentrirter 
Natriumhypobromitlésung zersetzt. Es wurde erhalten 37,99 cem. Stick- 
stoff (745 mm., 24° C.), entsprechend 97,3°0 des angewandten Harnstoffes. 

Il. 10 cem. derselben Harnstofflésung mit 100 cem. Wasser ver- 
dinnt, 5 ccm. Lauge1) hinzugefiigt und in derselben Weise durch 25 cem. 
der verdiinnten Natriumhypobromitlésung (80 g Natronhydrat und 25 ¢ 
Brom pro Liter) zersetzt. Es wurden erhalten 19,27 cem. Stickstoff 
793 mm., 25° C.), entsprechend 98,8° 0 des angewandten Harnstoffes. 

IV. 10 cem. derselben Harnstofflésung mit 50 ccm. Wasser ver- 
diinnt. dcem. Lauge!) hinzugefiigt und in derselben Weise durch 20 ccm. 
der verdtinnten Natriumhypobromitlésung zersetzt. Es wurden erhalten 
19,76 com. Stickstoff (745 mm., 25° C.), entsprechend 99,4°/o des ange- 
wandten Harnstoffes. 

V. 10 cem. derselben Harnstofflésung mit 450 ccm. Wasser ver- 
diinnt, Inerauf mit 5 cem, Lauge!) und 25 ecm. einer Salzlésung von 
foleender Zusammensetzun¢ : 

19 g Na,SO, | 
g MgSO, * auf 500 ccm. 
g Mns0, 


, ¢ 
me IO 


hinzugefiigt. Nach erfolgter Zersetzung durch 20 cem. der verdiinnten 


Natriumhypobremitlésung wurden erhalten 19.44 cm. Stickstoff (745 mm., 
2)? C.), entsprechend 99,1°'o des angewandten Harnstoffes. 

VI. 10 cem. derselben Harnstoffl6sung mit 5 ecm. Lauge!) ver- 
und durch 25 ccm. der verdiinnten Natriumhypobromitlésung 
zersetzt. Es wurden erhalten 20.35 cem. Stickstoff (724 mm., 24° €.), 
entsprechend 101,4°/o des angewandten Harnstoffes. 


t->t 
. / 


Vil. 5 cem. derselben Harnstoffldsung mit 5 ecm. Lauge!l) ver- 


und durch 25 ecm. der verdiinnten Natriumhypobromitlisung 


rsetzt. Es wurden erhalten 10.02 cem. Stickstoff (75i mm., 25° C.), ent- 


~ 


rechend 99,77 °/o des angewandten Harnstoffes. 
VIIf. 2.001 g chemisch reine Harnsiiure wurde in vorschrifts- 


1) 350 g NaOH pro Liter. 


t : » ® ° e " . rurar pa 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIUL ow 
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missiger Weise mit Permanganat oxydirt und das sehr schwach alkalische 
Oxydationsprodukt mit destillirtem Wasser auf 500 ccm. aufgefillt. 

a) 20 cem. dieser LOsung mit 50cem. Wasser verdiinnt und dure! 
20 ccm. der verdtnnten Natriumhypobromitlésung zersetzt. Es wurden 
erhalten 23,94 cem. Stickstoff (752 mm., 24° C.), entsprechend 94/4 
der angewandten Harnsiiure. 

b) Versuch a) wiederholt: Es wurden erhalten 24,18 cem. Stickstofi 
(752 mm., 24° C.), entsprechend 100,3°/o der angewandten Harnsiiure. 

c) Versuch a) wiederholt: Es wurden erhalten 23,86 ccm. Stickstofi 
(752 mm, 24° C.), entsprechend 99,45°/o der angewandten Harnsiure. 

d) 25 ccm. des Oxydationsproduktes mit 50 ccm. Wasser ver- 
diinnt und durch 25 cem. der verdiinnten Natriumhypobromitlésung 
zersetzt. Es wurden erhalten 30,07 cem. Stickstoff (752 mm., 24° C.), ent- 
sprechend 99,8 der angewandten Harnsiiure. 

e) Versuch d) wiederholt: Es wurden erhalten 29,99 cem. Stickstofi 
(752 mm., 24° C.), entsprechend 99,6 °o der angewandten Harnsiiure. 

f, 20 ccm. des Oxydationsproduktes wurden durch 20 cem. der 
concentrirten Natriumhypobromitlésung zersetzt. Es wurden erhalten 
17.84 com. Stickstoff (752 mm., 24° C.), entsprechend 74,1°/o der ange- 
wandten Harnsiure. 

g) Versuch f) wiederholt: Es wurden erhalten 18,03 ccm. Stickstofi 
(752 min., 24° C.), entsprechend 74,8 °/o der angewandten Harnsiure. 

hy) 20 cem. des Oxydationsproduktes mit 100 cem. Wasser ver- 
setzt und durch 25 cem. der verdiinnten Natriumhypobromitlésung 
zersetzt. Ks wurden erhalten 23,86 ccm. Stickstoff (752 mm., 24° C.), ent- 
sprechend 99,05°o der angewandten Harnsdure. 

IX. 0.1026 g¢ chemisch reine Harnsiéure mit 10 ccm. Schwefelsiiure 
(1,4) versetzt, oxydirt und nach beendigter Oxydation 0,19 Magnesiumoxyd 
zugesetzt — um annihernd denselben Salzgehalt zu erreichen, wie es be: 
der aus dem Harne abgeschiedenen Harnsiiure der Fall ist —, mit einigen 
Tropfen Oxalsiiure der geringe Ueberschuss an Permanganat entferni, 
das Oxydationsprodukt auf circa 25 ccm. eingedampft, in das Schiittel- 
gefiiss des Azotometers gebracht, mit destillirtem Wasser das Becherglas 
zwelmal ausgespult, unter Kihlung schwach alkalisch gemacht und dur 
25 ccm. der verdtinnten Natriumhypobromitlésung zersetzt. Es wurden 
erhalten 31,10 com. Stickstoff (7 
der angewandten Harnsiiure. (Das Gesammtvolumen im Schiittelyeliss 
incl. 25 cem. Bromlauge betrug circa 110 ccm.) 

X. ©0339 ¢ Harnsiiure, in gleicher Weise behandelt, lieferten 
10,18 cem. Stickstoff (746 mm., 25° C.), entsprechend 98,6°/o der an- 
gewandten Harnsiiure. 

XI. 0.0641 ¢ Harnsfiure, in gleicher Weise behandelt, lieferte! 
19.49 cem. Stickstoff (746 mm., 25° C.), entprechend 99,05°/0 der 


‘9 mm., 25° C.), entsprechend 91.5 


gewandten Harnsiiure. 











Ueber die Ausbeute an Hexonbasen, die aus einigen pflanzlichen 
Eiweissstoffen zu erhalten ist. 
Von 


E. Sehulze und E. Winterstein. 


‘Aus dem agricultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.) 


(Der Redaction zugegangen am 11. September 1901.) 


Den Anstoss zur Ausftihrung der Versuche, deren Re- 
sultate wir im Folgenden mittheilen, gaben hauptsiichlich einige 
Beobachtungen, die tiber die Spaltungsprodukte einer aus Koth- 
tannensamen dargestellten Eiweisssubstanz gemacht wurden. 
N. Rongger!) zersetzte in unserem Laboratorium zwei Prii- 
parate dieser Eiweisssubstanz durch Salzsidure, figte der Losung 
Phosphorwolframsiiure zu und bestimmte die in den Nieder- 
schlag eingegangene Stickstoffmenge. Der nach Abzug des 
Ammoniakstickstoffs tibrig bleibende Theil dieser Stickstoff- 
menge betrug im Mittel 33,8°/o vom Gesammtstickstoff der 
Kiweisssubstanz; demnach musste diese Eiweisssubstanz bei der 
Spaltung eine sehr grosse Quantitat von organischen Basen 
geliefert haben. Ferner bestimmte Rongger die im Nieder- 
schlag enthaitene Argininmenge durch Wiigung des nach Hedin’s 
Methode dargestellten basischen Argininsilbernitrats; er fand, 
dass 100 Theile der Eiweisssubstanz 10,5 Theile Arginin 
geliefert hatten. 

Kei Zersetzung eines aus Rothtannensamen anderer Her- 
kunft dargestellten Eiweisspriiparates erhielten wir?) spiiter 


1) Landw. Versuchsstationen, Bd. 51. S. 105: diese Zeitschrift, 
Bd. XXIV, S. 276 u. Bd. XXV, S. 360. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 8. 459. 
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eine bedeutend geringere Ausbeute an Arginin. Ob dies aut 
eine ungleiche Beschaffenheit der beiden Priparate oder auf 
andere Umstinde zuriickzufihren war, vermochten wir nicht 
zu entscheiden; es erschien uns daher wiinschenswerth, die 
Bestimmung der Argininausbeute, die man bei Spaltung eines 
aus den genannten Samen dargestellten Eiweisspriiparates er- 
halten kann, zu wiederholen. 

Noch eine andere Beobachtung forderte zu neuen Ver- 
suchen auf. Neben der Argininausbeute hatten wir auch die 
Ausbeute an Histidin und an Lysin nach dem von Kosse] 
angegebenen Verfahren bestimmt. Wir erhielten diese beiden 
Basen nur in sehr geringer Quantitiit. Falls dieselben bei der 
Spaltung des von N. Rongger untersuchten Eiweisssubstanz- 
priiparats in ebenso geringer Menge entstanden waren, so war 
nicht anzunehmen, dass der nach Abzug des «Argininstickstoffs» 
iibrig bleibende Theil des «Basenstickstoffs» ausschliesslich dem 
Histidin und Lysin angehorte; es mussten dann neben Ammo- 
niak und den Hexonbasen noch andere Stickstoffverbindungen 
sich im Phosphorwolframsiureniederschlag vorgefunden haben. 
Wir hielten es fiir wiinschenswerth, bei neuen Versuchen auch 
diese Frage zu beriicksichtigen. 

Neben einer aus Rothtannensamen dargestellten Eiweiss- 
substanz haben wir auch noch zwei aus den Samen der ge- 
wOhnlichen Kiefer (Pinus silvestris) und der Seekiefer (Pinus 
maritima) gewonnene Eiweisssubstanzpraparate fiir unsere Ver- 
suche verwendet. Ferner untersuchten wir zwei aus Lupinen- 
samen dargestellte Conglutinpriaparate, sowie ein Legumin- 
priparat aus gelben Erbsen und eine aus den Samen des Kiirbis 
(Cucurbita Pepo) dargestellte Eiweisssubstanz. Dass wir auch 
diese Priiparate zu unseren Versuchen heranzogen, hat seinen 
Grund darin, dass die genannten Samenarten zur Darstellung 
der von uns friiher auf Hexonbasen untersuchten Keimpflanzen 
cedient haben. Es war daher fiir uns von Interesse, zu priifen, 
ob die aus diesen Samen dargestellten Eiweisssubstanzen_ be! 
der Spaltung durch Siiuren die drei Hexonbasen neben ein- 
ander geben, und daneben auch die Ausbeute an diesen Basen 
zu bestimmen. 
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Zur Darstellung der Eiweisssubstanzen behandelten wir 
die zuvor mit Aether, zum Theil mit Aether und Alkohol, ex- 
trahirten, zerriebenen Samen wiederholt mit sehr verdiinnter 
Natronlauge!) und versetzten die Ausziige mit Essigsiiure; die 
ausgefiillien Eiweisssubstanzen wurden zuerst mit Wasser, 
dann mit Weingeist ausgewaschen, sodann unter absoluten 
Alkohol gebracht, nach lingerem Verweilen unter letzterem 
abfiltrirt, mit Alkohol und mit Aether ausgewaschen, schliess- 
lich im Exsiccator iiber concentrirter Schwefelsiiure getrocknet: 
sie bildete nun theils weisse, theils schwach gefirbte, leicht 
zerreibliche Massen. Beim Verbrennen  hinterliessen — sie 
siimmtlich Asche; in dieser Asche war Phosphorsiiure nach- 
zuwelsen, 

Das von uns angewendete Darstellungsverfahren bietet be- 
kanntlich keine Garantie fiir die Gewinnung vollig reiner Eiweiss- 
substanzpraparate von einheitlicher Beschaffenheit. Wir konnten 
aber dieses Verfahren nicht durch Extraction der Eiweisssub- 
stanzen mittels 10°/oiger Kochsalzlésung ersetzen. Denn einige 
der von uns verwendeten Samensorten gaben an solche Koch- 
salzljsung nur einen so geringen Theil der in ihnen enthaltenen 
Kiweissstoffe ab, dass Versuche mit den so gewonnenen Pra- 
paraten fiir uns in diesem Falle nur geringen Werth gehabt 
hiitten, Ftir die Zwecke, die wir in unserer Untersuchung 
verfolgten, mussten wir Priiparate zur Verfiigung haben, welche 
die Hauptmasse der in den beziiglichen Samen_ enthaltenen 
Kiweisssubstanzen einschlossen; solche Priiparate vermochten 
wir aber nur mit Hiilfe des oben angegebenen Verfahrens 
zu gewinnen. Doch haben wir wenigstens eine fiir ganz rein 
zu erklirende Eiweisssubstanz fiir unsere Versuche verwendet, 
nimlich ein krystallisirtes Priiparat des aus Hanfsamen dar- 


1) Das Samenpulver wurde mit Wasser angeriihrt; dann wurde 


soviel verdiinnte Natronlauge zugefiigt, dass die Fliissigkeit auch nach 
Ofters wiederholtem Umriihren alkalisch blieb. Nachdem das Unlisliche 
sich abgesetzt hatte, wurde der Auszug abgehebert. Der ungeliste Riick- 
stand wurde behufs Gewinnung einer neuen Portion Eiweisssubstanz 
Wieder mit verdiinnter Natronlauge behandelt. Diese Behandlung wurde 
iortgesetzt. bis nur noch wenig in Lésung ging. 
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stellbaren Edestins (wir verdanken dieses Praparat der Ge- 
fiilligkeit der Firma Meister & Lucius in Hochst). 

Kin sehr grosser Theil unserer Arbeit wurde vor dem 
Erscheinen der Abhandlung A. Kossel’s und F. Kutscher’s 
«Beitriige zur Kenntniss der Eiweissstoffe»1) ausgeftthrt; in 
Folge davon haben wir bei der Trennung der Hexonbasen 
Kossel's altere Vorschriften befolgt. Auch haben wir, ebenso 
wie in den friher von uns ausgefiihrten Versuchen, die Eiweiss- 
stoffe durch Salzsiiure zersetzt und die dabei entstandenen 
sasen durch Fiillung mit Phosphorwolframséure zur Abscheidung 
gebracht, obwohl auch wir der Meinung sind, dass diese Operation 
mit geringen Verlusten an Basen verbunden ist, weil die Phos- 
phorwolframate der Basen nicht vollig unléslich in Wasser 
sind. Unser Verfahren gestaltete sich daher folgendermassen: 
Die Eiweisssubstanz wird mit der 10 fachen Menge concentrirter 
Salzsiiure?) in einen Glaskolben gebracht, der Inhalt des letzteren 
10 Stunden lang am Riickflussktihler zum Sieden erhitzt. Nach 
dem Erkalten filtrirt man die Fliissigkeit und versetzt sie sodann 
mit einer ca. 25°/oigen PhosphorwolframsiéurelOsung, so lange 
noch ein Niederschlag entsteht. Nach ca. 24 Stunden wird 
dieser Niederschlag mit Hiilfe einer Nutsche von der Fliissigkeit 
getrennt und mit 5°/oiger Schwefelsiure 3) bis zum Verschwinden 
der Salzsiiurereaction ausgewaschen; dann verreibt man ilin 
in einer Reibschale mit Wasser und fiigt nun, indem man das 
Verreiben fortsetzt, reines Baryumhydroxyd im Ueberschuss zu. 
Um das durch den Baryt in Freiheit gesetzte Ammoniak Zt 
entfernen, wird der Inhalt der Reibsehale in eine Glasschale 
mit flachem Boden gebracht und in letzterer mit einem, durel: 
eine kleine Turbine in Drehung versetzten Rithrwerk so lange 
bearbeitet, bis der Geruch nach Ammoniak verschwunden ist 
und ein iiber der Fliissigkeit aufgehiingter Streifen von feuchtem 
rothem Lakmuspapier sich nicht mehr blaut. Dann wird das 
Barvumphosphorwolframat abfiltrirt und sorgfaltig ausgewaschen. 
Das stark verdiinnte Filtrat versetzt man, nachdem es durch 
1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 165—214. 

2) Die Salzsiiure enthielt ca. 40° o HCI. 
3) Unter Zusatz von Phosphorwolframsiéure. 








5D 1 





Ueber die Ausbeute an Hexonbasen, ete. 


Kohlenséure vom Baryt befreit ist, zur Ausfiillung des Histidins 
mit Quecksilberchlorid.!) Die von dem so erhaltenen Nieder- 
schlag abfiltrirte Fliissigkeit wird durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit, hierauf im Wasserbade 
stark eingeengt und durch Zusatz von Silbernitrat von der 
Salzsiiure befreit: dann fillt man aus ihr das Arginin in be- 
kannter Weise durch Silbernitrat und Barytwasser.?) Das 
Filtrat vom Argininsilberniederschlage wird mit Salzsiiure neu- 
tralisirt, wobei Chlorsilber sich ausscheidet, dann im Wasser- 
bade auf ein Volumen von 200—300 ccm. eingeengt: hierauf 
befreit man es durch Schwefelsiiture vom Baryt und versetzt 
es zur Ausfillung des Lysins mit Phosphorwolframsiiure. Der 
Niederschlag wird in kekannter Weise durch Baryumhydroxyd 
zerlegt, die mit Hilfe von Kohlensaéure vom Baryt  befreite 
Losung stark eingeengt;°) dann fiigt man zur Ausfiillung des 
Lysins alkoholische Pikrinsiiuresolution zu, wobei ein Ueber- 
schuss von letzterem Reagens zu vermeiden ist. 

Das bei Zerlegung des Quecksilberchloridniederschlages 
erhaltene Histidinchlorid wurde nach dem Auskrystallisiren 
zur beseitigung der Mutterlauge auf eine Thonplatte gebracht, 
mit etwas Weingeist gewaschen, dann iiber Schwefelsiure 
getrocknet und gewogen. Die fiir das Gewicht der Krystalle 
gefundene Zahl bildet aber keinen genauen Ausdruck fiir die 
bei der Spaltung der beziiglichen Eiweisssubstanz entstandene 

1) Zuvor wurde die Fliissigkeit mit Kohlensiiure gesittigt. Nach 
dem Zusatz des Quecksilberchlorids zeigte sie eine schwach saure Reaction. 

2) Der Niederschlag von Argininsilber wurde mit Hilfe einer 
Nutsche von der Filiissigkeit getrennt und in den ersten Versuchen mit 
Wasser, spiter mit Barytwasser ausgewaschen. In letzterem Falle wurde 
er vor der Zersetzung durch Schwefelwasserstoff mit verdiinnter Schwefel- 
siure angeriihrt. Aus dem Filtrat wurde die Schwefelsiiure durch Zusatz 
von baryt, der Barytiiberschuss durch Einleiten von Kohlensiure, bezw. 
durch Zutrépfeln verdiinnter Schwefelsiiure entfernt. Um einer  voll- 
stiindigen Zersetzung der Argininsilberniederschliige sicher zu sein, haben 
wir dieselben wiederholt mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das durch 
Filtration von der Fliissigkeit getrennte Schwefelsilber wurde mit heissem 
Wasser ausgewaschen. 

%) Zur Entfernung des wiahrend des Eindunstens ausgeschiedenen 
Baryumearbonats wurde sie dann noch einmal filtrirt. 
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Histidinquantitiét, weil nach den neueren Angaben (man vere]. 
Kossel’s und Kutscher’s oben citirte Abhandlung) die genannte 
Base durch Quecksilberchlorid nur unvollstiindig ausgefallt wird. 

Die bei Zerlegung des Silberarginins mittels Schwefel- 
wasserstoff erhaltene Losung wurde mit Salpetersdure genau 
neutralisirt’ und sodann im Wasserbade zum diinnen Syrup 
eingedunstet. Dieser Syrup verwandelte sich beim Stehen im 
Kxsiccator in allen Fallen in eine feste Krystallmasse, in 
welcher das Vorhandensein von Mutterlauge sich kaum noch 
erkennen liess. Da diese Krystalle aber niemals frei von 
Mineralstoffen waren und auch noch andere Nebenbestand- 
theile (Histidin) in geringer Menge einschlossen, so haben wir 
ihr Gewicht nicht als massgebend fiir die Berechnung der 
Argininausbeute betrachtet; wir haben sie in Argininkupfer- 
nitrat tibergefiihrt, indem wir ihre heisse wisserige Losung 
mit reinem Kupferhydroxyd siittigten, die filtrirte Fliissigkeit 
sodann bei gelinder Wiirme noch etwas einengten und nun 
unter eine Glocke iiber concentrirte Schwefelsiure — stellten. 
Das Argininkupfernitrat krystallisirte in allen Fallen rasch aus 
und besass stets das fiir diese Verbindung charakteristische 
Aussehen. Nach einigen Tagen wurde die Mutterlauge von 
den Krystallen abgegossen; letztere wurden sodann zwei Mal 
mit einer kleinen Menge kalten Wassers gewaschen, hierauf 
durch Absaugen mittels Fliesspapier von der Fliissigkeit so 
weit wie modglich befreit und sechliesslich an der Luft oder im 
Exsiccator tiber Chlorcalcium bis zur Constanz des Gewichts 
getrocknet. Absolut rein war das in dieser Weise gewonnene 
Produkt nicht; ohne Zweifel schloss es aber Nebenbestandtheile 
nur in so geringer Quantitiit ein, dass aus seinem Gewichte 
die Argininausbeute sehr annihernd berechnet werden konnte. 
Dabei kommt noch in Betracht, dass dem aus dem Vorhandensein 
einer geringen Menge von Nebenbestandtheilen entspringenden 
Fehler ein anderer, in der entgegengesetzten Richtung liegender 
Fehler, gegeniiberstand; der letztere beruht darin, dass ein 
wenig Argininkupfernitrat in der Mutterlauge blieb. Wir haben 
in emer Anzahl von Fiillen diese Mutterlauge mit Schwefel- 
wasserstoff vom Kupfer befreit und sodann zum diinnen Syrup 
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eingedunstet; aus diesem Syrup schied sich noch ein wenig 
Argininnitrat aus, welches aber durch Mineralsubstanzen ver- 
unreinigt war. Das Gewicht der in dieser Weise noch ab- 
scheidbaren Argininnitratkrystalle war aber nur so gering, dass 
dasselbe nur etwa 0,1—0,2°/o vom Gewicht der zur Verwendung 
cekommenen Eiweisssubstanz ausmachte. Bei der im Folgenden 
sich findenden berechnung der Argininausbeute haben wir diese 
aus den Mutterlaugen noch gewinnbaren Argininnitratquantitiiten 
unberiicksichtigt gelassen. 

Nach einmaligem Umkrystallisiren aus einer mdglichst 
ceringen Wassermenge war das in der beschriebenen Weise 
erhaltene Argininkupfernitrat so rein, dass es bei der Analyse 
die der Theorie entsprechenden Resultate gab. 

Das Lysinpikrat wurde nach dem Auskrystallisiren aus 
Wasser mit Hilfe einer Nutsche von der Mutterlauge getrennt, 
sodann tiber Schwefelséiure bis zur Constanz des Gewichts 
getrocknet und gewogen. Die Mutterlauge haben wir zur Ent- 
fernung der Pikrinsiiure mit Salzsiure und Aether geschiittelt 
und sodann mit Phosphorwolframsiure versetzt, den dadurch 
erzeugten Niederschlag in der friiher beschriebenen Weise ver- 
arbeitet. Das dabei erhaltene Lysinpikrat wurde zu der vorher 
gewonnenen Portion hinzugefiigt. Bei den Versuchen mit den 
aus Coniferensamen dargestellten Eiweisssubstanzen, welche 
nur sehr wenig Lysin lieferten, haben wir die Mutterlauge 
nicht verarbeitet; da hier die Mutterlauge nur in geringer 
Quantitat erhalten wurde, so konnte nur ein geringer Fehler 
entstehen, wenn man dieselbe beseitigte, ohne das darin noch 
enthaltene Lysin zu gewinnen. 

Das in solcher Weise erhaltene Lysinpikrat besass stets 
das gleiche Aussehen; es bestand aus feinen, nadelf6rmigen 
Krystallen. Bei der Behandlung mit Salzsiiure und Aether 
licferte es in allen Fiillen ein in Methylalkohol vollstiindig 
lOsliches Chlorhydrat, welches aus concentrirter wiisseriger 
Losung leicht krystallisirte. Das Gewicht des letzteren  ent- 
sprach in denjenigen Fiillen, in welchen eine Bestimmung aus- 
celuhrt wurde, anniihernd der aus dem Gewicht des Pikrats 
berechneten Zahl. 
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Im Vorigen haben wir das Verfahren beschrieben, dessen 
wir uns zur Ermittelung der Ausbeute an Histidin, an Arginin 
und an Lysin bedienten. Die Ausbeute an Histidin blieb ohne 
Zweitel hinter der bei Spaltung der beziiglichen Eiweisssubstanz 
entstandenen Histidinmenge um ein Betrichtliches zuriick, we)! 
erstens, nach den neueren Angaben, die Ausfillung des Histidins 
durch Quecksilberchlorid keine vollstandige ist und weil zweitens 
etwas salzsaures Histidin in der Mutterlauge bleibt. Auch die 
Argininmenge wird ohne Zweifel auf dem von uns. einge- 
schlagenen Wege etwas zu niedrig gefunden; denn ersten: 
sind beim Ausfiillen der genannten Base durch Phosphorwolfram- 
siure und beim Auswaschen des Niederschlags Verluste nicht 
zu vermeiden und zweitens bleibt beim Auskrystallisiren des 
Argininkupfernitrats etwas von diesem Salz in der Mutterlaige. 
Wir glauben indessen doch, dass die diesen Umstanden ent- 
springenden Fehler nicht gross sind!) und zum Theil vielleich! 
auch durch Fehler, die in der entgegengesetzten Richtung liegen, 
compensirt werden. Immerhin kann es keinem Zweifel unter- 
liegen, dass die in Wirklichkeit vorhandene Argininmenge etwas 
grosser war, als die von uns angegebene Quantitét. Was das 
Lysin betrifft, so sind bei der Gewinnung desselben Verlusic 
gleichfalls nicht zu vermeiden: abgesehen davon, dass die z\ei- 
malige Ausfallung des Lysins durch Phosphorwolframsiiure mi! 
Verlust verbunden sein muss, ist auch kaum zu vermeiden, 
dass bei Darstellung des Lysinpikrats etwas von diesem >ulz 
in der Mutterlauge bleibt, doch glauben wir, dass auch beim 
Lysin die Ausbeute nicht weit hinter der wirklich vorhandenen 
Quantitaét zuriickgeblieben ist. 

Wir haben uns gefragt, ob die der <Ausfiillung dyrc! 
Ouecksilberchlorid entgangene Histidinmenge, welche zusammen 
mit dem Arginin durch Silbernitrat und Barytwasser getil! 
wurde und sich in der Mutterlauge vom Argininkupfermitra! 
vorfinden musste, nicht noch gewonnen werden koénnte. 2! 
diesem Zweck haben wir diese Mutterlauge mit Hiilfe 


1, Wir verweisen zur Begriindung dieser Ansicht auch! auf Koss 
und Kutschers Angaben in dieser Zeitschrift. Bd. XXV, S. 185 
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Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit, sodann im Wasserbade 
eingeengt und hierauf mit ammoniakalischer SilbernitratlOsung 
versetzt. Wir erhielten einen Niederschlag, der sich ziemlich 
echnell briiunte. Er wurde durch verdiinnte Salzsiiure zersetzt, 
die vom Chlorsilber abfiltrirte LGsung sodann eingedunstet. Da 
das in dieser Weise gewonnene Produkt aber nicht das Aus- 
sehen von reinem salzsauren Histidin besass, so haben wir 
Bedenken getragen, es als solches in Rechnung zu_ stellen. 
Vebrigens war das Gewicht dieses Produktes in allen Fiillen 
nur ein sehr geringes. !) 

Die Ergebnisse der zur Identificirung der Basen aus- 
geliihrten analytischen Bestimmung theilen wir weiter unten 
mit: im Folgenden geben wir zuniichst die bei Ermittelung 
der Ausbeute erhaltenen Zahlen. Zuvor sei bemerkt, dass von 
der Eiweisssubstanz der Rothtannensamen zwei Priiparate zur 
Verwendung kamen, welche aus dem gleichen Samenmuster 
gewonnen waren. Die entfetteten Samen wurden zuniichst mit 
soviel verdiinnter Natronlauge behandelt, dass nur ein Theil 
der in denselben vorhandenen Eiweisssubstanzen in Losung 
sing: der so erhaltene Auszug lieferte das Priiparat A. Der vom 
Auszug getrennte Riickstand lieferte dann bei Behandlung mit 
einer neuen Quantitéit verdiinnter Natronlauge das Priiparat b. 
Auch vom Conglutin sind zwei Priiparate untersucht worden; 
das Priiparat A ist aus den Samen der gelben Lupine (Lupinus 
luteus) dargestellt worden, das Praparat B aus den Samen 
verschiedener Lupinensorten. 


|. Eiweisssubstanz aus den Samen der Rothtanne 
(Picea excelsa). 
Priparat A. 27,01 g wasserfreie Substanz gaben 0,1640 g Histidin- 
chlorid, 4,094 g Argininkupfernitrat und 0,107 g Lysinpikrat. 
Priparat B. 46,79 g wasserfreie Substanz gaben 0,3810 g Histidin- 


os 


chlorid, 6,58 g Argininkupfernitrat und 1,018 g Lysinpikrat. 


> 


Il. Eiweisssubstanz aus den Samen der Kiefer 
(Pinus silvestris). 
47,65 g¢ wasserfreie Substanz gaben 0,400 ¢g Histidinchlorid, 8,772 g 


Argininkupfernitrat und 0,312 g Lysinpikrat. 


1) Fs betrug weniger als 0,1 g. 
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Il]. Eiweisssubstanz aus den Samen der Seekiefer 
(Pinus maritima). 


37,04 g wasserfreie Substanz gaben 0,3872 g Histidinchlorid, 7.10) o 
Argininkupfernitrat und 0,755 g Lysinpikrat. 
[V. Eiweisssubstanz aus den Samen des Kiirbis ! 
(Cucurbita Pepo). I 
Versuch 1. 38,82 ¢ wasserfreie Substanz gaben 0,360 ¢ Histidin- , 
chlorid, 5.347 g Argininkupfernitrat und 1,679 ¢ Lysinpikrat. 
Versuch 2. 37,6 g wasserfreie Substanz gaben 0,426 g Histidin- 
chlorid, 4,490 g Argininkupfernitrat und 1,462 g Lysinpikrat. 
V. Conglutin aus den Samen von Lupinus luteus. 
46,12 g wasserfreie Substanz gaben 0,394 g Histidinchlorid, 5,432 ¢ ' 
Argininkupfernitrat und 2,452 g Lysinpikrat. 
VI. Conglutin aus den Samen verschiedener 
Lupinusarten. 
20,1 g wasserfreie Substanz gaben 0,180 g Histidinchiorid und ( 
2.128 g Argininkupferniti: * (Lysin wurde nicht bestimmt). ‘ 
Vil. Legumin aus den Samen der Erbse (Pisum sativum. 
Versuch 1. 45,6 ¢ wasserfreie Substanz gaben 0,80 g_ unreines s 6 ( 
Histidinehlorid,1!) 3,65 ¢ Argininkupfernitrat und 5,90 g Lysinpikrat. . 4 
Versuch 2, bi ¢ wasserfreie Substanz gaben 0,56 g unreines 
Histidinehlorid, 3,5 Argininkupfernitrat und 5,92 ¢ Lysinpikrat.: 2) 


VIII. Edestin. 

Versuch 1. 35,97 ¢ wasserfreie Substanz gaben 0,671 g Histidin- 
chlorid, 6,502 g Argininkupfernitrat und 1,011 g Lysinpikrat. 

Versuch 2. 35,97 g wasserfreie Substanz gaben 0,476 g Histidin- 
chlorid, 6,840 g Argininkupfernitrat und 1,439 g Lysinpikrat. 

Aus diesen Zahlen berechnet sich fiir 100 Theile wasser- 
freie Eiweisssubstanz folgende Ausbeute an Histidin, an Arginin 
und an Lysin:%) 


1) Das Histidinchlorid war durch eine aus der Lésung langsame: 
auskrystallisirende Substanz verunreinigt. 

2) Der Versuch 2 wurde von Herrn Dr. Krascheninikoff aus 
vefuhrt. 

3) Bei der Berechnung ist angenommen worden, dass dem Histi- 
dinchlorid die Formel C,H,N,O,,.HCl -+- H,O, dem = Argininkupfernitra' 
die Formel (C,H,,N,O,),Gu(NO,), + 3H,O, dem Lysinpikrat die Forme: 
CAO Hy NO, \ "OH sealers 
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| Histidin | Arginin | Lysin 
_ _ { Priparat A | 0,79 8,9 OMS 
|, Eiweisssubstanz aus ‘othtannensamen ¥ : | 0,60 83 0.85 
II. > Kiefernsamen . . . . . | 0,62 10,9 0,25 
iI] > > Seekiefernsamen . . . . | 0.78 | 11,3 0,79 


( Versuch a | 0,69) Mittel 8,1) Mittel | 1,7.) Mitte 


1. > » tine. | . »| 096/077 7076 | 15 $ 16 
iedleh. «4s ieee eso OE 6,9 21 
VI. cs awe we eee eee 6,2 nicht bestimmt 


Versuch a | 1,30) Mittel | 4,7) Mittel | 5,1 \ Mittel 
> db, O9LJ 11) 45) 46 | 5,0 J 5.05 


| 


Versuch a | 1,35) Mittel 10,7) Mittel | 1,09) Mitel 


See He b) O9SJ117 11,2f11,0 | 1,55f 1,3 


eee ee ‘ 
f 
\ 


Aus der vorstehenden Tabelle ist zunachst zu ersehen, 
dass bei der Spaltung aller von uns untersuchten Eiweisssub- 
stanzen die drei Hexonbasen nebeneinander entstanden sind. 
Mit Ausnahme des Legumins haben alle diese Eiweisssub- 
stanzen weit mehr Arginin geliefert, als Histidin und Lysin. 
Besonders gross war die Ausbeute an Arginin bei den Eiweiss- 
substanzen aus Coniferensamen, sowie beim Edestin. Die 
Ausbeute an Histidin zeigt keine sehr grossen Differenzen 
Dagegen zeigen sich grosse Unterschiede bei der Ausbeute an 
Lysin; wahrend die aus Coniferensamen dargestellten Eiweiss- 
priparate nur 0,15—-0,85°/o Lysin geliefert haben, stieg die 
Ausbeute an Lysin beim Legumin bis auf 5,1°%/o. Auch bei 
den yon Kossel und Kutscher (loc. cit.) untersuchten Eiweiss- 
substanzen zeigten sich sehr grosse Differenzen in Bezug auf 
die Quantitét des Lysins und einige dieser Eiweisssubstanzen 
lieferten diese Base garnicht. 

Aus der sehr betriichtlichen Differenz, welche in Bezug 
auf Ausbeute an Lysin zwischen den beiden aus Rothtannen- 
samen dargestellten Eiweisspriiparaten zu bemerken ist, scheint 
man schliessen zu miissen, dass diese beiden Priiparate nicht 
genau die gleiche Beschaffenheit besassen; dies wiirde aus 
dem zu ihrer Darstellung angewendeten Verfahren (vgl. oben) 
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sich erkliren lassen. Die aus dem Préaparat A. erhalten. 
Ausbeute an Arginin, welche auf 9,1°/o!) steigt, wenn may 
die aus der Mutterlauge vom Argininkupfernitrat noch erhaltene 
kleine Argininnitratmenge in Anrechnung bringt, ist nicht yie 
geringer, als diejenige, welche N. Rongger (loc. cit.) au; 
seinem, in iihnlicher Weise dargestellten Priiparat  erhie; 
(letztere betrug 10,3°/o). Aus beiden Priiparaten (A und B 
erhielten wir eine bedeutend hdhere Argininausbeute, als aus 
dem von uns friiher untersuchten, aus einem anderen Samer- 
muster dargestellten Priiparat. 

Die mit den gleichen Priiparaten ausgeftihrten Parallel- 
versuche lieferten, wie aus der obigen Tabelle zu ersehen ist, 
nicht immer gut tbereinstimmende Resultate. So zeigt sich 
z. B. bet der Eiweisssubstanz aus Kiirbissamen in der Arginin- 
ausbeute eine Schwankung von 1,1°/o; auch bei der Ausbeute 
an Histidin und an Lysin zeigen sich bei einigen Priiparaten, 
z. B. beim Edestin, nicht unbetriichtliche Schwankungen. Wenn 
man bedenkt, dass zur Gewinnung der Hexonbasen eine Anzai 
von Operationen nacheinander ausgefiihrt werden musste. yon 
denen mapnche mit Substanzverlusten verbunden sind, so kann 
es kaum auffallen, dass man aus dem gleichen  Priipara’ 
nicht immer genau die gleiche Ausbeute an Histidin, an 
Arginin und an Lysin erhalt. Man ist demnach nach unserer 
Meinung nicht berechtigt, aus jenen Schwankungen in der 
Ausbeute den Schluss zu ziehen, dass bei der = Spaltung 
einer Eiweisssubstanz die Hexonbasen in wechselnder Menge 
entstehen. Eher koénnte man geneigt sein, eine Stiitze fiir eine 
solehe Schlussfolgerung in den Schwankungen der Argininaus- 
beute, die wir aus den verschiedenen Priiparaten des [oth- 
tannenproteins erhielten, sowie in dem Umstande zu_ erblicken, 
dass Hedin aus Conglutin nur 2,75°/o Arginin erhielt, wiihrent 
wir aus der gleichen Eiweisssubstanz 6—7°/o der genannten 
Base darzustellen vermochten. Doch ist diese grosse Diflerenz 


1, Bei Mittheilung dieses Resultates in der Abhandlung E. Schulze s 
iiber die Zusammensetzung einiger Coniferensamen in den landwirths 
Versuchsstat. Bd. 56 ist aus Versehen statt 9,1°o, 9,3%o angegel 
worden, was hiermit berichtigt sel. 
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in der Argininausbeute vielleicht auf Abweichungen im Dar- 
stellungsverfahren zuriickzufiihren. Hedin!) gibt niimlich an, 
dass er den Phosphorwolframsaureniederschlag in der Wiirme 
mit Barytwasser zersetzte (allerdings unter Vermeidung eines 
srossen Barytiiberschusses). Da nun das Arginin durch 
kochendes Barytwasser zersetzt wird, so liegt es im Bereiche 
der Moglichkeit, dass in Hedin’s Versuchen ein Theil des 
Arginins zerstOrt wurde. Ferner gibt Hedin an, dass er 
die beim Kochen der Eiweisssubstanz mit Salzsiiure erhaltene 
Fliissigkeit mit Phosphorwolframsiiure nur so lange versetzte, 
als dieses Reagens einen kérnigen Niederschlag hervorbrachte; 
ein spiiter entstehender gelatindser Niederschlag wurde nicht 
beriicksichtigt. Wir glauben annehmen zu diirfen, dass diese 
Umstiinde Verluste an Arginin verursacht haben koénnen 
(Hedin selbst bezeichnet seine Zahlen als Minimalzahlen)?): 
doch kénnen wir selbstverstiindlich die Grosse dieser Verluste 
nicht beurtheilen und wissen daher nicht, ob auf sie allein 
dic grosse Differenz der von Hedin und der von uns aus dem 
Conglutin erhaltenen Argininausbeute sich zuriickfiihren liisst. 

Im Folgenden theilen wir die Resultate der zur Identi- 
ficirung der Hexonbasen ausgefiihrten Versuche mit. Was die 
analytischen Bestimmungen betrifft, so haben wir uns darauf 
beschriinkt, Chlorbestimmungen im salzsauren Histidin, Be- 
stimmungen des Krystallwassers und des Kupfers im Arginin- 
kupfernitrat und Platinbestimmungen im Lysinplatinchlorid aus- 
zufiihren. Die aus dem Rothtannenprotein dargestellten Hexon- 
basen haben wir nicht analysirt, weil friiher schon von uns 
nachgewiesen worden ist, dass unter den Spaltungsprodukten 
der genannten Proteinsubstanz Histidin, Arginin und Lysin 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 187. Allerdings beziehen sich die 
an dieser Stelle sich findenden Angaben auf die Darstellung des Arginins 
aus Hornsubstanz, doch glauben wir annehmen zu diirfen, dass Hedin 
hei Darstellung des Arginins aus anderen Proteinstoffen in der gleichen 
Weise verfuhr. 

-) ks sel hier erw&hnt, dass wir Ofters auch in reinen Arginin- 
nitratlbsungen durch Phosphorwolframsaéure schleimige Niederschlige 
erhielten, welche erst beim Erwiirmen dicht und kérnig wurden. 
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sich finden. Im Hinblick auf Siegfried’s und Hedin’s 
Arbeiten wiire es auch unndthig gewesen, die aus der 
Conglutin erhaltenen Produkte zu analysiren, doch wurden 
einige Bestimmungen ausgefiihrt, um den Reinheitsgrad dey 
aus dem Conglutin von uns gewonnenen Praparate festzustellen. 
Auch das aus der Eiweisssubstanz der Kiefernsamen erhaltene 
salzsaure Histidin ist nicht analysirt worden; eine Analyse 
erschien unndthig, weil ja schon unter den Spaltungsprodukten, 
der aus zwei Coniferensamen dargestellten Eiweisssubstanzen 
Histidin von uns nachgewilesen worden ist. Die fiir die Analyse 
henutzten Priiparate haben wir im Folgenden mit den gleichen 
Nummern bezeichnet, welche oben den zugehdrigen Eiweiss- 
substanzen gegeben worden sind, beispielsweise sind mit V die 
aus dem Conglutin A gewonnenen Praparate bezeichnet worden, 


A. Salzsaures Histidin. 


Die Formel C,H,N,O,, HCI--H,O verlangt 16,90° 0 Cl. 


Angewendet: Gefunden: 

g Substanz g AgC]l % Cl 
Hf. O4424 0,0988 17,16* *) 
IV. O,1718 O,1198 16,82 
VI. 0,1592 Q,1112 17,21* 
Vil. 0.1770 0,1229 17,12 

VII. = O1424 0,0980 16,95 


Diese Zahlen fiihren zu der Schlussfolgerung, dass dic 
untersuchten Priaparate aus dem Monochlorhydrat des Histidins 
bestanden. Im Einklang mit dieser Annahme stand auch das 
Aussehen der Krystalle (beim) Priparat III k6énnen wir uns 
auch auf eine krystallographische Untersuchung stiitzen, welche 
auszufiihren Herr Professor Grubenmann die Gefiilligkei! 
hatte). Die Filtrate vom Chlorsilber gaben auf Zusatz vou 
Silbernitrat und Ammoniak die fiir das Histidin charakteristische 
weisse Fiillung von Histidinsilber. Beim Priiparat HI wurde 
in diesem Histidinsilber von O. Meyer eine Silberbestimmung 
mit folgendem Hesultat ausgeftihrt: 0.2853 g Substanz gahen 
0.1600 g Ag, gefunden: 56,08°/0, berechnet 55,779) Ag). 


1) Die mit * bezeichneten Bestimmungen sind von O. Meyer aus- 
gefuhrt worden. 





B. Argininkupfernitrat. 


Die Formel (C,H, .N, 


Krystallwasser und 10,73°/o Cu. 


Angewendet: 
g Substanz 

f a) 0.4000 

|b) O1874 

AOOO 

IV. O.4015 


— 

— 
— 
—_ 


; O.4055 
V1. 0.2062 
f a) 0.3990 


VE. \ b) 0.5000 
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N,O0,),Cu(NO,), + 3H,0 verlangt 9,16 


' 


Gefunden: 





g H)O 
0.0370 
0.0173 
0.0377 
0.0380 
0.0380 


0.0370 
0.0477 


g CuO 
O.0540 
00255 
00,0540 
O.0d30 
O.0540 
O.02S4 
0.0530 
0.0670 


®) HO 0, Cu 
YQ 25 10.79 
9,21 10.88 * 
9,42 10,79) 
9 46 10.55 
9.37 10.65 
_ 10.09 * 
997 10,71 
9,54 10.71 


In dem bei Verarbeitung des Legumins erhaltenen Arginin- 


kupfernitrat wurde eine Kupferbestimmung ausgefiihrt, nachdem 
das Salz zuvor durch Trocknen bei 160—105° vom Krystall- 


wasser befreit worden war 


Resultat: 


0.2727 ¢ Substanz gaben 0,0298 ¢ CuO = 11.95". 
(berechnet 11.89 °/o 


C. Lysinplatinchlorid. 


. Die Bestimmung lieferte folgendes 


Cu). 


Cu 


Die Formel C,H,,N,O,, H,PtCl, verlangt 35,05°/o Pt. 


Angewendet : 


g Substanz 


If. 0.2790 
LV. 0.3250 
VII. 0.7500 


VUL. 
VI. 


{ a) 0,2445 
\ b) 0,1975 
0.2098 


Gefunden: 





g Pt 
0.0976 
0.1145 
0). 2634 
O.08D5 
Q.0688 


00,0734 


Das Lysinplatinchlorid wurde in allen Fiillen in der Weise 
dargestellt, dass wir einer concentrirten wiisserigen Lisung des 
Lysinchlorids die zur Bildung des Chloroplatinats erforderliche 


Platinchloridquantitiit in alkoholischer Lésung und sodann noch 
mehr Alkohol zufiigten; nach 6—12 Stunden schied sich das 
Chloroplatinat in Krystallen aus. (Eine Ausscheidung von Oel- 


iroplen haben wir niemals beobachtet.) 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIIL. 


Die Krystalle besassen 
in allen Féillen das gleiche Aussehen; es waren diinne, roth- 
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gelbe Prismen, die beim Liegen tiber concentrirter Schwefel- 
siiure rasch verwitterten und undurchsichtig wurden. — Fiir die 
Analyse wurden sie bei 125—130° getrocknet. Das aus der 
Kiweisssubstanz der Seekiefersamen dargestellte Lysin wurde 
in unserem Laboratorium von O. Meyer!) untersucht. Das 
daraus dargestellte, aber nicht bei hdherer Temperatur ge- 
trocknete Chloroplatinat gab bei der Analyse 27,73°/o Pt und 
4,11°. N, was einer Formel mit drei Molekiilen Krystail- 
alkohol (berechnet 27,99°%o Pt und 4,049/o N) entsprechen 
wiirde. O. Meyer stellte aus diesem Lysin sodann die Lysur- 
siiure (Dibenzoyllysin) dar, indem er der mit Natronlauge ver- 
setzten Losung unter hiaufigem Umschiitteln Benzoylchlorid 
zutiigte und spiiter das Produkt durch Salzsaure ausfiillte, 
Nachdem letzteres mit Hiilfe von Petrolither von der Benzov- 
siiture ziemlich vollstiindig befreit worden war, wurde es zur 
Reinigung in der von Cl. Willdenow?) empfohlenen Weise 
behandelt. So wurde eine krystallinische Substanz erhalten, 
deren Aussehen den fiir Lysursiiure gemachten Angaben ent- 
sprach:; sie schmolz bei 143° (nach Cl. Willdenow  schmilzi 
reine Lysursiiure bei 144°). Es gelang auch, aus diesem Pro- 
dukt nach der von Drechsel herrithrenden, von Cl. Will- 
denow mitgetheilten Vorschrift ein Baryumsalz darzustellen, 
welches im Aussehen und Verhalten mit) saurem lysursauren 
Baryum iibereinstimmte. Es kann also nicht zweifelhaft sein, 
dass die Base. auf welche diese Angaben sich beziehen, mi! 
dem von Drechsel und seinen Schiilern untersuchten Lysin 
identisch war. 





lm Anschluss an die Versuche, deren Resultate wir in 
Vorigen mitgetheilt haben, wurden noch einige quantitative 
Bestimmungen in den bet Zersetzung der Eiwelssstoife dure) 
Siiure erhaltenen Losungen ausgefiihrt. Wir wollen aber nici 
alle Einzelheiten dieser Bestimmungen mittheilen, weil die dabe! 
gewonnenen Zahlen vielfach nicht geniigend untereinander ti)el- 


1) Inauguraldissertation, Ziirich 1900. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. XXV. S. 528. 
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einstimmen und wir in Folge davon vermuthen miissen, dass 
bei Austiihrung jener Bestimmungen Fehlerquellen sich geltend 
machten, deren Natur sich bis jetzt unserer Kenntniss entzieht. 

Zuniichst wurde in einigen Fiillen der Stickstoff in den 
Niederschliigen bestimmt, welche durch Phosphorwolframsiiure 
in den bei Zersetzung der Eiweissstoffe erhaltenen Losungen her- 
vorgebracht wurden. Die fiir den Versuch zu verwendende Lésung 
wurde filtrirt und auf ein bestimmtes Volumen gebracht; sodann 
versetzten wir aliquote Theile dieser LOsung mit tiberschiissiger 
Phosphorwolframsiure, trennten die Niederschliige mit Hiilfe 
einer Nutsche von der Fliissigkeit, wuschen sie mit 5° oiger 
Schwefelsiiure unter Zusatz von Phosphorwolframsiiure — voll- 
stiindig aus und bestimmten darin. schliesslich den Stiekstotf 
nach Kjeldahl’s Methode.?) Ferner destillirten wir aliquote 
Theile jener LOsung mit Magnesia und bestimmten die Quantitiit 
des dabei tibergehenden Ammoniaks. Will man nun durch 
Subtraction des «Ammoniakstickstoffs» von dem im Phosphor- 
wolframsiiureniederschlag enthaltenen Stickstoff die den orga- 
nischen Basen angehérende Stickstoffmenge ermitteln, so_ ist 
zu beachten, dass auch das Filtrat vom Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag bei der Destillation mit Magnesia noch etwas 


1) Veber die Art und Weise, in der diese Bestimmungen ausecfiibrt 
wurden, sind noch folgende Details anzugeben: 25 cem. der beim Kochen 
der Kiweisssubstanz mit Salzsiiure erhaltenen Fliissigkeit wurden = mit 
100 com. Wasser verdiinnt, dazu kamen +4 cem. concentrirte Schwefel- 
siiure. Dann fiigte man unter bestiindigem Umrihren 25 cem. einer 


25" igen Phosphorwolframsiiurelésung zu. Nach 24 Stunden trennte 


man den Niederschlag mit Hilfe eimer Nutsche von der Fliissigkeit und 
wusch ihn in der oben angegebenen Weise aus; dann brachte man ihn 
in ein Kolbchen und tibergoss ihn mit 20 cem. concentrirter Schwefel- 
sinre: dazu kamen noch ungefihr 2 g Kupferoxyd. Wahrend des Er- 
hitzens schiittelte man das Kélbchen Ofters, um das Anbacken des 
Niederschlages an die Wand des Glasgefiisses mioglichst zu verhiiten. 
Die Zersetzung des Niederschlages erfolete unter diesen Umstiinden ziem- 
lich rasch: ohne Zusatz von Kupferoxyd less die Operation sich wegen 
starken Stossens des K6lbcheninhalts nicht gut ausfiihren. Die nach 
Entieerung des Kélbchens an der Wandung des letzteren noch fest- 
sitzenden Partikelehen wurden mit Hilfe von etwas Natronlauge abgelost 


und dann noch in den Destillationskolben mit hineingebracht. 


hy” 




































4 4 . ‘= . a ° 
NO+ E. Schulze und E. Winterstein. 


Ammoniak liefert; das Ammoniak — genauer gesagt: die he; 
der Destillation mit Magnesia das Ammoniak liefernde Si}- 
stanz!) — wird also durch Phosphorwolframsiiure nicht voll- 
stiindig ausgefillt und man darf, um die den organischer 
Basen angehorende Stickstoffmenge zu finden, vom Stickstoff- 
gehalt des Phosphorwolframsiiureniederschlages nur die Ditfe- 
renz der bet den beiden Ammoniakbestimmungen erhaltenen 
Zahlen subtrahiren. 

Ks zeigte sich nun, dass die den organischen Basen 
angehorende Stickstoffmenge stets bedeutend grésser war, als 
die Summe der im Histidin, Arginin und Lysin vorgefundenen 
stickstoffmengen. So ergaben sich z. b. fiir das Conglutin A 
und fiir die Eiweisssubstanzen aus Rothtannen- und aus Kiefern- 
samen folgende Mittelzahlen (diese Zahlen bedeuten Procente 
der Trockensubstanz der Eiweisspriiparate) : 


a) Stickstoff in b) Stickstoff im Histidin, 
organischen Basen: Arginin und Lysin: 
Kiweisssubst. aus Rothtannen-S.  3,50°'s 3,00° > 
; » Kiefern-S.. 2. 35,18°/o 3,73°/o 
Congiatin A. 6 ¢ see ws ae 280° 


Wenn man die Zahlen der Columne a, die wir im Fol- 
eenden der Kiirze halber als Zahlen fiir « Basenstickstoff. be- 
zeichnen wollen, in’ Procenten des Gesammtstickstoffs, die 
Zahlen der Columne b dagegen in Procenten von a ausdriickt, 
so ergibt sich Folgendes : 


Basenstickstoff in °’o Stickstoff im Histidin, 
des Gesammtstick- Arginin u. Lysin in 
stoffs: des Basenstickstoffs: 
Kiweisssubst. aus Rothtannen-S, 31.8% 0 54,9" 5 
> » Kiefern-S.. 2  30,8°%o 72,0970 
Congiatinm Ass + «s+ ess » Days 67,690 


Aus den Zahlen der vorstehenden Tabelle ist zu ersehen, 
dass die Summe der dem Histidin, Arginin und Lysin ange- 
hérenden Stickstoffmengen bei allen drei Objecten hinter den 


1) So viel wir wissen, ist bis jetzt nicht nachgewiesen worden, 
dass das beim Erhitzen jener Liésungen mit Magnesia entweichende 
Ammoniak ausschliesslich von den in der Lésung vorhandenen Ammoniak- 
salzen geliefert wird. 
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Zahlen fiir « Basenstickstoff» bedeutend zuriickbleibt. Wenn 
wir nun auch bei der Darstellung der Hexonbasen aus den 
Phosphorwolframsaureniederschligen Substanzverluste nicht ver- 
meiden konnten, so ist es doch sehr unwahrscheinlich. dass 
aus diesem Umstande allein die Differenz zwischen den Zahlen 
der obigen Columnen. sich erkliirt: man wird vielmehr anzu- 
nehmen haben, dass in den Phosphorwolframsiiureniedersehligen 
neben Hexonbasen und Ammoniak noch andere Stickstoffver- 
bindungen sich vorfanden. Diese Annahme = steht auch im 
Kinklang mit den Ergebnissen, zu denen Kosselund Kutscher 
loc. cit.) gelangt sind. Doeh haben wir in unseren Phosphor- 
wollramsiiureniederschligen Monoaminosiiuren nicht nach- 
zuweisen vermocht: wir verweisen hinsichtlich dieses Resultats 
auf die nachfolgende Abhandlung. Was = speciell die fiir die 
Kiwelsssubstanz aus Rothtannensamen erhaltenen Ergebnisse 
betrifft. so stimmt die fiir den Basenstickstoff gefundene Zahl 
recht gut mit derjenigen tiberein, welche von N. Rongger 
sefunden wurde: dagegen fielen vom Basenstickstoff nach 


~~ s 


Ronggers Bestimmungen 56°%o, nach unseren nur 48,6°, 5 
auf Arginin. Man konnte demnach fast vermuthen, dass wir 
eine za niedrige Argininausbeute erhalten haben; doch legen 
keine Anhaltspunkte fiir die Annahme vor, dass wir bei Auf- 
summiung des Arginins gréssere Verluste hatten, als diejenigen, 
welche durch die bei unseren Versuchen stets wirkenden Ver- 
lustquellen verursacht werden. Bet der Eiweisssubstanz der 
Kiefernsamen und beim Conglutin ist, wie aus der obigen 
Tabelle sich ersehen liisst, die Differenz zwischen dem « Basen- 
stickstoff. und der in den Hexonbasen gefundenen Stickstoff- 
menge bedeutend geringer, als bei der Eiweisssubstanz der 
Rothtannensamen. 

Diese Differenz erkiirt sich zum Theil aus dem Umstande, 
dass die bei Zerlegung der Phosphorwolframsiiureniederschliige 
mit Barviwasser erhaltenen Riickstiinde, welche selbstverstiind- 
lich im Wesentlichen aus einem Baryumsalz der Phosphor- 
Wolframsiiure bestanden, nicht ganz stickstofffrei waren,!) trotz- 

Das Gleiche fand fritiher schon S. Posternak in unserem 
Laboratorium. 











Ob FE. Schulze und E. Winterstein. 


dem die Niederschliige mehrere Tage lang mit Barytwasser 
in Beriihrung waren und dass jene Riickstiinde nach dem 
Abfiltriren der Basenlosung sorgfiltig mit Wasser ausgewaschen 
wurden. Der Stickstoffgehalt der Riickstinde war ein wech- 
selnder; so betrug er z. B. im Versuch mit Conglutin A 0,078° 5 
des trocknen Riickstandes, im Versuch mit dem Conglutin } 
nur 0,011°/o. Welcher Art die in den Riickstiinden verbliebenen 
Stickstoffverbindungen waren, vermOgen wir nicht zu sagen: 
vielleicht geh6ren zu denselben huminartige Substanzen. Wenn 
man nun aber auch die in dem beziiglichen Riickstande vor- 
gcefundene Stickstoffmenge vom Basenstickstoff abzieht, so bleibt 
doch immer noch eine Differenz zwischen letzterem und der 
in den Hexonbasen vorgefundenen Stickstoffquantitat. 

bei Bestimmung des « Basenstickstoffs » in der von uns 
beschriebenen Weise verursacht die unvollstindige Ausfiilling 
des Ammoniaks durch Phosphorwolframsiure schon deshatlh 
eine Unbequemlichkeit, weil es erforderlich ist, auch im Filtrat 
eine) Ammoniakbestimmung auszufiihren. Es scheint daher 
besser zu sein, dass man die Fliissigkeiten vor dem = Zusatz 
der Phosphorwolframsiiure vom Ammoniak befreit. Dies kann 
bekanntlich durch Eindampfen derselben mit Magnesia erreich 
werden. Doch ist es vielleicht) fraglich, ob bei Anwendung 
dieses Verfahrens Fehler vollig ausgeschlossen sind: denn es 
ist, soviel wir wissen, bis jetzt nicht nachgewiesen worden, 
dass die Wirkung der Magnesia auf die in den_ beziiglichen 
Fliissigkeiten enthaltenen Stickstoffverbindungen ausschliesslich 
in dem Austreiben des Ammoniaks besteht. 

In Versuchen zur quantitativen Bestimmung der bei der 
Spaltung der Eiweissstoffe entstehenden Basen, welche O. Meyer 
schon vor ungefiihr 2 Jahren in unserem Laboratorium = aus- 
fiiirte, wurden die beim Kochen des Conglutins und der 
Kiweisssubstanz der Seekiefernsamen mit Salzsiiure erhaltenen 
Losungen durch Eindunsten mit Magnesia vom Ammoniak be- 
freit: dann wurden sie zur Fiillung der organischen Basen mil 
Phosphorwolframsiiure versetzt, die dadurch erzeugten Nteder- 
schliige in bekannter Weise mit Baryumhydroxyd zerlegt. I 
Filtration vom Riiekstand getrennten Basenlosung 


der durch 
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bestimmte O. Meyer den Gesammtstickstoff; sodann fiillte er, 
unter Befolgung von Kossel’s iilteren Vorschriften, das Histidin 
durch Quecksilberchlorid, das Arginin durch Silbersulfat) und 
Baryumhydroxyd. Die Niederschliige zersetzte er durch Schwefel- 


wasserstoff und bestimmte in den dabei erhaltenen Lisungen 
den Stickstoff. Durch Subtraction des Histidin- und Arginin- 
stickstoffs vom Gesammtstickstoff der Basenlésung hoffte man 
Aufschluss tiber die Quantitét des Lysins erhalten zu kénnen. 
Dass aber in solcher Weise die bei Zersetzung einer Eiweiss- 
substanz entstandenen Hexonbasen nicht genau bestimmt werden 
kOnnen, geht aus den inzwischen plublicirten Untersuchungen 
Kossels und Kutscher’s hervor. Es kann daher auch nicht 
Wunder nehmen, dass O. Meyer in seinen Versuchen schwan- 
kende Resultate erhielt. 

O. Meyer bestimmte in den bei Zersetzung seiner Eiweiss- 
priiparate mit Salzsiiure verschiedener Concentration erhaltenen 
Losungen auch das Ammoniak in bekannter Weise (durch De- 
stillation mit Magnesia). Auch dabei erhielt er schwankende 
Kesultate:!) die nach 8Ostiindigem Kochen mit verdiinnter 
Siure entstandene Ammoniakmenge stimmte nicht gut mit 
derjenigen tiberein, die nach 10Ostiindigem Kochen mit con- 
centrirter Siiure erhalten wurde. 


Vergleichung der aus dem Conglutin erhaltenen Ausbeute an Arginin 
mit der in den Keimpflanzen von Lupinus luteus sich findenden 
Argininquantitat. 


Die Versuche, durch welche wir Aufschluss iiber die aus 
ilanzlichen Eiweisssubstanzen zu erhaltende Ausbeute an Hexon- 
basen zu gewinnen suchten, sind z Th. durch die an Keim- 
pllanzen gemachten Becbachtungen hervorgerufen worden. 


1) Auch in den Versuchen Kossel’s und Kutscher’s zeigte sich 
eine betrachtliche Differenz in der Ammoniakmenge, als eine Eiweiss- 
substanz durch Siiure verschiedener Stirke oder einerseits durch Kochen 

t Schwefelsiiure, andererseits durch Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure 
zersetzt wurde. E. Hart (diese Zeitschrift, Bd. XXXII. S. 347) erhielt 
bei Spaltung von Casein und Leim durch Siiure unter Zusatz von Na(€] 
inehr Ammoniak, als bei Abwesenheit dieses Salzes. 
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Nachdem nachgewlesen worden war,!) dass in den Keim- 
pflanzen einiger Coniferenarten Arginin in relativ betréchtlicher 
Menge auftritt, filirte Rongger die spiiter von uns wiederholte 
Untersuchung uber die Produkte aus, welche bei der Spaltung 
der aus Coniferensamen dargesteliten Eiweisssubstanzen durch 
Salzsiure entstehen. Auch fiir die Auswahl der fiir unsere 
neueren Versuche verwendeten Eiweisspriiparate ist die Riick- 
sicht) auf die an Keimpflanzen gemachten Erfahrungen — be- 
stimmend gewesen. Zu den in unserem Laboratorium friiher 
untersuchten Keimpflanzen gehoren ja auch diejenigen der 
Lupinen, der Erbse und des Kiirbis. 

Dass bei der gelben Lupine und bei der Rothtanne 
wiithrend des Keimungsvorgangs Arginin in grosser Quantitiit 
sich bildet, ist erklarlich aus der hohen Argininausbeute, die 
man bei Zersetzung der aus Lupinen- und Rothtannensamen 
dargestellten Eiweisssubstanzen dureh Siauren erhélt. Den bei 
der Spaltung pflanzlicher Eiweisssubstanzen durch Salzsiiure 
von uns gemachten Erfahrungen entspricht es auch, dass in 
manchen Keimnpflanzen, z. bB. in denjenigen der Lupinen und 
der Erbse, neben Arginin auch Histidin und Lysin_ sich 
finden?) Andererseits erhiilt man hiiufig aus zwei- bis dret- 
wochentlichen Keimpflanzen, zB. aus denjenigen des Ntirbis, 
Arginin nur in kleiner Menge, obwohl die aus den beziiglichen 
Samen dargestellten Kiweisssubstanzen bei der Spaltung durch 
Salzsiiure sehr viel Arginin liefern. Diese Erscheinung erkliir! 
sich, wenn man annimmt, dass in den betreffenden Pfliinzchen 
das Arginin dem Verbrauch unterliegt und sich in Folge davon 
nicht anzuhiiufen vermag, dass es dagegen in anderen Keimn- 
pilanzen, z. B. in denjenigen der gelben Lupine, entweder dem 
Verbrauch ganz entzogen ist, oder doch wenigstens nur seli! 


> ] 
) 
. 


langsam aufgezehrt wird.*) 


1) BE. Sehulze. Ueber die beim Umsatz der Proteinstoffe in den 
Keimpflanzen einiger Coniferenarten entstehenden Stickstoffverbindungen, 
diese Zeitschrift, Bd. NATL S. 437. 

“ Diese Zeitschrift, Bd. XXX. S. 241. 

Man vel. E. Sehulze’s Abhandlungen itiber den Umsatz 
iweissstoffe in der lebenden Pilanze. diese Zeitschrift, Bd. XXIV und NAX. 
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Im Hinblick auf letztere Annahme erschien es wiinschens- 
werth, die bei der Spaltung des Conglutins durch Salzsiiure 
erhaltene Argininausbeute mit der in den iilteren Keimptlanzen 
der gelben Lupine sich findenden Argininquantitiit. zu ver- 
cleichen. Denn jJene Annahme basirt ja auf der Voraussetzung, 
dass man in diesen Keimpflanzen nicht mehr Arginin§ vor- 
findet. als aus dem in denselben zum Zerfall gelangten Con- 
elutin sich gebildet haben kann. Gesetzt, dass der Arginin- 
gehalt der Keimpflanzen noch groésser wiire, so miisste) man 
sich denken, dass diese base auch synthetisch in den Pfliinzchen 
cehildet werden konne. 

Fiir die Darstellung des Arginins aus den etiolirten Keim- 
pilanzen von Lupinus luteus haben wir friiher fast immer nur 
die von den Pflanzechen abgeschnittenen Cotyledonen ver- 
wendet. da diese das Arginin fast allein enthalten. Sie wurden 
vor der Verarbeitung auf Arginin mit heissem Weingeist be- 
handelt: in einem Falle wurden Cotyledonen verwendet, welche 
nach der Abtrennung von den Pflinzchen in absoluten Alkohol 
eeworfen und nach liingerem Verweilen unter letzterem bet 
eewOhnlicher Temperatur tber concentrirter Schwefelsiiure ge- 
trocknet worden waren. Bei Darstellung des Arginins aus 
diesem Material ist die Ausbeute wiederholt bestimmt worden : 
es zeigte sich, das 100 Theile der Trockensubstanz der Cotvle- 
donen von 14—iodtiigigen etiolirten Keimpflanzen  ungeliiher 
& Theile Argininnitrat lieferten. Freilich bezieht sich diese 
Angabe auf das rohe Nitrat, welches ohne Zweifel noch Neben- 
hestandtheile einschloss. Da aber bei Darstellung desselben 
hach der yon uns damals angewendeten Methode sicherlich 
Verluste stattfanden, so wird man doch fiir den Arginin- 
gehalt der Cotyledonen kaum zu hohe Zahlen erhalten, wenn 
nan denselben auf Grund jener Angabe berechnet. Die Rech- 
nung ergibt dann, dass 100 Theile der Cotyledonentrocken- 
substanz ungefiihr 5.68 Theile Arginin enthalten: unter Be- 
rucksichtigung des Mengenverhiiltnisses der Cotyledonen zu den 
lbrigen Pflanzentheilen berechnet sich fiir die ganzen Keim- 
pilanzen ein Arginingehalt von ungefiihr 2,5° 0. 


Bet Berechnung dieser Zahlen ist angenommen worden, 
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dass erstens die Cotvledonen an Weingeist kein Arginin ab- 
geben und dass zweitens diese Base sich nur in den Cotyle- 
donen, nicht in den itibrigen Theilen der Keimpflanzen vor- 
findet. Beide Voraussetzungen sind wahrscheinlich nicht genau 
zutreffend: die obigen Gehaltszahlen kénnen also etwas zy 
niedrig sein. Wir hielten es daher fiir erforderlich, eine neve 
Bestimmung auszufiihren und fiir dieselbe die ganzen, nicht 
zuvor mit Weingeist extrahirten Keimpflanzen zu verwenden, 
Zur Darstellung der Keimpflanzen verwendeten wir das Muster 
der Samen von Lupinus luteus, welches auch zur Herstellung 
des von uns untersuchten Conglutinpriparats A gedient hatte. 
Die in Sand gezogenen und nach einer Vegetationsdauer yon 
12 Tagen geernteten etiolirten Pflinzchen wurden getrocknet, 
sodann fein zerrieben und mit warmem Wasser. extrahirt, 
Den vom Riickstand getrennten Auszug versetzten wir zuerst 
mit Gerbsiiture, dann mit Blelessig: die durch diese Reagentien 
erzeugten Niederschlige wurden durch Filtration entfernt. Das 
Filtrat vom Bleiessigniederschlag wurde mit Schwefelsiiure 
stark angesiiuert und, nach Entfernung des ausgefallenen Blei- 
sulfats, mit Phosphorwolframsiure versetzt, so lange dieses 
Reagens sofort einen Niederschlag erzeugte. Der mit Hiilfe 
einer Nutsche vom Filtrat getrennte Niedersechlag wurde mit 
°° oiger Schwefelsiiure ausgewaschen, dann in bekannter Weise 
mit Barvumhydroxvd zerlegt: die Fliissigkeit behandelten wir 
ganz ebenso, wie es oben fiir die Versuche mit den Eiweiss- 
priparaten angegeben ist. Die bei Zerlegung des Niederschlags 
von Silberarginin mittels Schwefelwasserstoff erhaltene LOsung 
lieferte, als sie mit Salpetersiiure genau neutralisirt und sodann 
im Wasserbade eingeengt wurde, einen Syrup, der sich bald 
in eine feste Krystallmasse verwandelle. Wir l6sten dieses 
Produkt in wenig heissem Wasser, siittigten die LoOsung mi! 
Kupferhvdroxvd und liessen aus der filtrirten Fltissigkeit das 
Argininkupfernitrat) auskrystallisiren.  Letzteres wurde nach 
Kntfernung der Mutterlauge iiber Chlorealcium getrocknet und 
sodann gewogen. Die in dieser Weise von uns ausgefiihrien 
beiden Versuche gaben folgende Resultate: 








Ueber die Ausbeute an Hexonbasen, ete. D711 


a) 80 g lufttrockene Keimpflanzen — 73,6 g Trockensubstanz gaben 
2.88 g Argininkupfernitrat. 
b) 80 g lufttrockene Keimpflanzen == 73.6 g Trockensubstanz gaben 


3,06 g Argininkupfernitrat. 

Demnach haben 100 g Keimpflanzentrockensubstanz im 
Mittel 4,04 g Argininkupfernitrat = 2,38 g Arginin geliefert. 

Mit dieser Ausbeute ist nun die Argininquantitiit zu ver- 
cleichen, die aus den wiihrend der Keimung zerfallenen Eiweiss- 
substanzen entstehen konnte, wenn letztere sich in der gleichen 
Weise zersetzten, wie dies beim Kochen des Conglutins mit 
Salzséure geschah. Die Rechnung, die wir zu diesem Zweck 
ausgefiihrt haben, basirt auf folgenden Daten: Der Stickstofl- 
gehalt der Keimpflanzen betrug 10,99°%/o; auf Proteinstotie 
fielen nach den nach Stutzers Methode ausgefiihrten Be- 
stimmungen 4,02°/o Stickstoff.!;  Daraus wiirde man zu folgern 
haben, dass 6,97°/o Stickstoff den nichtproteinartigen Ver- 
hindungen angehorten. Die Stickstoffmenge, welche den 
wiihrend des Keimungsvorganges aus den Eiweissstoffen ent- 
standenen Produkten angehdrte, muss etwas geringer gewesen 
sein, weil die ungekeimten Lupinensamen schon nichtprotein- 
artige Stickstoffverbindungen in geringer Menge = enthalten. 
Nehmen wir an, dass solchen Verbindungen im vorliegenden 
Falle 0,5°%/o Stickstoff angehérte,?) so wiirden 6,47°/o Stickstoff 
auf Kiweisszersetzungsprodukte fallen (alle diese Zahlen bedeuten 


1) Analytische Belege: A. Gesammtstickstoff: Angewendet 


wurde 1 g lufttrockne Substanz — 0,9198 g Trockensubstanz. Erhalten 
wurden a) 0.10072 g Stickstoff, b) 0.1016 ¢ Stickstoff, im Mittel also 
(1.10116 £ = 10.99 ° 0 N. 


B. Stickstoff in Proteinstoffen: Angewendet wurde 1 ¢ luft- 
trockne Substanz == 0.9198 g Trockensubstanz. Erhalten wurden a) 
0.037643 ¢ Stickstoff, b) 0.036283 g¢ Stickstoff, im Mittel also O0,03696 ¢ 

£02 %/o N. 

“) Diese Zahl entspricht ungefahr den Resultaten friiher von uns 
ausgefiihrter Bestimmungen. Doch ist zu bemerken, dass man _ keine 
Methode besitzt, um die in den Samen auf nichtproteinartige Verbindungen 
‘allende Stickstoffmenge genau zu bestimmen. Auch die Zahl. die wir 
oben fiir den Gehalt der Keimpflanzen an «Proteinstickstoff> angeben, 
Kann aus dem gleichen Grunde nur als eine annihernd richtige an- 


gesehen werden. 
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Procente der Keimpflanzentrockensubstanz). Da nun die Keim 
pllanzentrockensubstanz 0,767°/0 Stickstoffin Form von Arginin 
enthielt (denn sie lieferte 2.3890 Arginin & 32,22/o Stickstoff), 


OD hab o had heed 
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so erpibt sich, dass vom Stickstoff der Eiweisszersetzungs- 
produkte L1,8°/o auf Arginin fielen. Andererseits wurden bei 
der Zersetzung des Conglutins durch Salzsiture 15,59 des 
Conglutinstickstoffs in dem bei der Spaltung entstandenen 
Arginin wiedergefunden, berechnet nach der aus dem Conglutin 
erhaltenen Ausbeute an Arginin. 

Aus den im Vorigen gemachten Mittheilungen ist zu er- 
sehen, dass die in) den Keimpflanzen von uns vorgefundene 
Arginiumenge etwas kleiner ist, als diejenige, welche aus den 
wihrend des Keimungsvorganges zerfallenen Eiweissstoffen 
sich dann bilden konnte, wenn diese Eiweissstoffe ebensoviel 
Arginin lieferten, wie wir aus dem Conglutin bei der Spaltung 
durch Salzsiiure erhielten. Ob die letztere Voraussetzung eine 
zutreffende ist, kann freilich nicht mit Sicherheit gesagt werden: 
denn wiithrend der Keimung zerfallen ja die Eiweissstoffe nicht 
durch Einwirkune einer Siiture, sondern durch die Wirkuneg 
eines proteolytischen Enzyms.!)  Jedenfalls aber braucht man 
nach dem, was wir zur Zeit wissen, nicht anzunehmen, dass 
ein Theil des indiesen Keimpflanzen sich findenden Arginins auf 
synthetischem Weee entstanden ist: denn die withrend der 
Keimung zerfallene Quantitiit von Eiweissstoffen ist so gross, 
dass sie die in den Keimpflanzen vorgefundene Argininmenge 
zu liefern vermochte. Daber ist noch zu beachten, dass viel- 
leicht mehr Eiweisssubstanz wiihrend der Keimung zerfallen 
ist. als aus den oben angegebenen Zahlen sich berechnet. 
Denn man hat anzunehmen, dass aus den Zerfallsprodukten, 
die in’ den Cotyledonen aus den Reserveeiweissstoffen ent- 
standen sind, in den wachsenden Theilen der Keimpflanzen 
Miweissstolfe regenerirt werden; in je stiirkerem Maasse aber 
diese Neubildung yon Eiweissstoffen erfolgt, um so mehr wird 
die in den Keimpflanzen zeitweilig sich vorfindende Quantiti! 

i Auch ist moglich, dass die Lupinensamen neben Congluti 
noch andere, wihrend des Keimungsvorganges sich zersetzende, abe 


“leiche Argininmenge hefernde EKiweisssubstanzen enthalten. 
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yon Eiweisszersetzungsprodukten hinter derjenigen — zuriick- 


bleiben, die wahrend des Keimungsvorganges im Ganzen ent- 
=tanden Ist. 

Da die in den Keimpflanzen von Lupinus luteus sich 
vorfindende Argininmenge nicht viel hinter derjenigen zuriick- 
bleibt, die nach unserer Rechnung aus den wiihrend des 
Keimungsvorganges zerfallenen Eiweisssubstanzen sich zu bilden 
vermag, so wird man annehmen diirfen, dass in den genannten 
Pfliinzchen jene Base aus einem zur Zeit noch unbekannten 
Grande entweder dem Verbrauch ganz entzogen ist oder doch 
wenlgstens nur sehr langsam aufgezehrt wird. Aus friiher 
gemachten Mittheilungen ist zu ersehen, dass in den etiolirten 
Keimpflanzen von Lupinus albus, Lupinus angustifolius und 
Vicia sativa das Arginin sich ganz anders verhiilt: es ver- 
schwindet hier mit dem Fortschreiten des Pflanzenwachsthums. 


Nachtrag. Im Folgenden theilen wir noch die Resultate von 
ywel Silberbestimmungen im Histidinsilber mit, die noch zur Identitie:- 
rung des aus Edestin erhaltenen Histidins ausgeftihrt wurden: 

1. 0.3280 ¢ Substanz gaben 0.1835 ¢@ = 55.95" o Ag. 
2, 0.1520 0.0849 » = 5d,85D » 

Auch erwihnen wir hier noch, dass das Histidinchlorid vor dei 
Analyse (vgl. oben) einmal aus Wasser umkrystallisirt wurde, ebenso das 
Argininkupfernitrat. Dem bei der Ausbeutebestimmung zur Wiigung ge- 
brachten Argininkupfernitrat war eine ganz kleine Menge von Kupter- 
oxydul, entstanden durch Reduction beim Einengen der Salzlosung, bet- 
cemengt; dasselbe wurde abfiltrirt, nach Ueberfithrung in Kupferoxyd 
sewogen und in Abzug gebracht. 








Ueber das Verhalten einiger Monoaminosauren gegen 
Phosphorwolframsaure. 
Von 
E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agricultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


Der Redaction zugegangen am 11, September 1901.) 


Wenn man aus den beim Erhitzen der Eiweissstofte 
mit einer Mineralsiiure erhaltenen Losungen die Hexonbasen 
durch Phosphorwolframsiure ausfallen und auch den Stick- 
stoffgehalt der so entstandenen Niederschliige bestimmen will. 
so ist es nicht gleichgiltig, wie die in jJenen Losungen_ vor- 
handenen Monoaminosiiuren sich gegen das genannte Fiillungs- 
mittel verhalten. Im = Einklang mit der von friiher her vor- 
liegenden Angabe, dass die Monoaminosiiuren, wenigstens. in 
verdiinnter Losung, nicht durch Phosphorwolframsiiure gefiillt 
werden, stehen die Resultate einiger Versuche, die wir mit 
Glycocoll, optisch activem und optisch inactivem Leucin, 
Aminovaleriansiiure (dargestellt aus Lupinuskeimpflanzen) 
und Tyrosin anstellten; keine dieser Stickstoffverbindungen 
gab in 5° olger wisseriger, mit Sehwefelsiure stark ange- 
siiuerter Losung mit Phosphorwolframsiiure einen Nieder- 
schlag.!) Anders verhiilt sich aber Phenylalanin (Pheny!- 
g-aminoproplonsiiure) ?), Wenn man eine 5°,o1ge wiasserize. 
mit Schwefelsiiure oder Salzsiiure angesiiuerte LOsung= dieser 


Aminosiiure mit) Phosphorwolframsiiure versetzt, so entstel 


1) Doch schieden sich in einigen der mit dem Reagens versetzte! 
Losungen Krystalle aus, als dieselben einige Wochen lang in verschlosse 
Glischen aufbewahrt wurden. 

“) Fiir diese Versuche wurde ein aus Lupinuskeimpflanzen 


vestelites Phenylalaninpraparat verwendet. 








~~ —- 
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eine Olige Fallung, welche nach einiger Zeit krvystallinisch 
wird. Sie lost sich schwer in kaltem Wasser (um die bei 
Verwendung von ca. 0,1 g Phenylalanin erhaltene Fiillung in 
Losung zu bringen, bedurften wir ungefiihr 50 cem. kalten 
Wassers). In kochendem Wasser lost sich die Fiillung leicht 
auf: beim Erkalten lefert die L6sung gliinzende, bliitterige Kry- 
stalle, welche sich als luftbestiindig erwiesen. In einer sehr 
stark verdiinnten Phenylaianinlésung entsteht die Féllung nicht. 

Das Verhalten des Phenylalanins gegen Phosphorwolfram- 
siiure kann zur Unterscheidung dieser Stickstoffverbindung von 
anderen Monoaminosiuren dienen; es wird sich aber héchst- 
wahrscheinlich auch zur Isolirung der genannten Aminosiiure 
eebrauchen lassen (beztigliche Versuche beabsichtigen wir in 
niichster Zeit auszufthren). Das zur Trennung des Phenyl- 
alanins von den anderen, beim Eiweisszerfall entstehenden 
Monoaminosiiuren friher benutzte Verfahren weist > manche 
Miingel auf; ist auch vor Kurzem ein ohne Zweifel weil 
besseres Verfahren von E. Fischer beschricben worden, so 
wiirde es doch vielleicht von Werth sein, wenn man noch eine 
neue Tsolirungsmethode fiir das Phenylalanin auffinden konnte. 

Ob das Phenylalanin aus den beim Kochen der Eiweiss- 
stofle mit Sidure entstandenen Losungen durch Phosphor- 
wolframsiiure gefillt wird oder nicht, das wird von dem 
Concentrationsgrade dieser L6sungen abhiingen. Da die Eiweiss- 
stoffe, so viel bis jetzt bekannt ist, bei der Spaltung Phenyl- 
alanin nur in kleiner Quantitiit liefern, so findet sich das 
letztere vielleicht in jenen LOsungen meistens in so starker 
Verdiinnung vor, dass es der Ausfiillung durch das genannte 
Reagens entgeht. Andererseits aber ist im Hinblick auf die 
olt gemachte Beobachtung, dass manche Substanzen, die in 
reinen Losungen mit einem Reagens keine Fiillung geben, doch 
in einen durch dieses Reagens hervorgebrachten Niederschlag 
particll mit eingehen, mit der Moglichkeit zu rechnen, dass die 
Monoaminosiiuren durch Phosphorwolframsiiure partiell gefillt 
werden. So haben denn auch Kossel und Kutscher?) be- 


1 Diese Zeitschrift. Bd. XXXI, 8. 165. 
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obachtet, dass in) den Phosphorwolframsiiureniederschliigey 
Leucin und Tyrosin in gewisser Menge enthalten waren. Dass 
auch die von uns dargestellten Phosphorwolframsiiurenieder- 
schiiige nicht fret von Monoaminosiiuren seien, mussten wir 
vermuthen, nachdem wir gefunden hatten, dass der Stickstoff 
eehalt jener Niederschliige grésser war, als die Summe dep 
in den Hexonbasen und im Ammoniak gefundenen Stickstoff- 
mengen. Doch haben wir bei dem Versuch, aus jenen Nieder- 
<chliigen Monoaminosituren zu isoliren, negative Resultate er- 
halten. 

Fiir einen unserer Versuche diente die bel Zersetzung 
der Eiweisssubstanz der Seekiefersamen mit Salzsiiure erhaltene 
Losung. Der in dieser Losung durch Phosphorwolframsiiuire 
hervorgebrachte Niedersehlag wurde bis zum Versehwinden der 
Salzsiiurereaction mit 5°/oiger Schwefelsiiure ausgewaschen, 
dann in bekennter Weise mit Barvtwasser zerlegt. Aus cer 
dabei erhaltenen Basenlésunge fiillten wir das Histidin und das 
Arginins zusammen durch Silbersulfat) und Barytwasser aus, 
Das Filtrat von dem so erhaltenen Niedersehlage wurde yom 
Silber und vom Baryumhydroxvd befreit und hierauf ein- 
ceedunstet. Den dabei erhaltenen Riickstand, welcher sel)st- 
verstiindlich das Lysin einschloss, erhitzten wir im Wasser- 
bade mit einem Gemisch von Alkohol und etwas concentrirter 
Ammontakfliissigkeit. Die vom Ungel6sten abfiltrirte Fliissig- 
keit lieferte beim Eindunsten eine nicht bedeutende Quantitiit 
eines syrupdsen Riickstands. = Dieser Rtickstand gab mif 
Millon’ schem Reagens keine Tyrosinreaction. Er wurde noch 
eimmal mit einem heissen Gemisch von Alkohol und Ammoniak- 
fliissigkeit behandelt, wobei er grodsstentheils in L6sung ging. 
Den beim Verdunsten dieser Losung verbliebenen Riickstand, 
welcher sich leicht in kaltem Wasser aufléste, priiften wir 
noch einmal auf Tyrosin, jedoch wieder mit negativem Re- 
sultat. Wir priiften ferner, ob dieser Riickstand beim Erhitzen 
im Glasréhrehen sich wie Leucin verhielt; es gelang uns 
aber nicht, aus denselben ein Sublimat zu erhalten, wie 
es bekanntlich selbst aus unreinem Leuecin sich leicht ge- 
winnen liasst. 
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Ein zweiter in der gleichen Weise unter Mitwirkung von 
(. Mever ausgefihrter Versuch, fiir welchen gleiehfalls eine 
hei Zersetzung der Eiweisssubstanz der Seekiefersamen durch 
Salzsiiure erhaltene L6sung verwendet wurde, gab genau das 
gleiche Resultat. 

Wiiren Leucin und Tyrosin in unseren Phosphorwolfram- 
~jiureniederschliigen enthalten gewesen, so hiitten sie doch 
wohl in den in der beschriebenen Weise von uns erhaltenen 
Riickstiinden sich vorfinden und bei Behandlung der tetzteren 
mit einem heissen Gemisch von Alkohol und Ammoniakfliissig- 
keit in LOsung gehen miissen, 

Wie aus der vorhergehenden Abhandlung zu ersehen ist, 
haben wir die bei Zerlegung unserer Phosphorwolframsiiure- 
niederschliige erhaltenen Basenliésungen in der Regel in der 
Weise verarbeitet, dass wir aus denselben das Histidin durch 
Quecksilberchlorid, das Arginin durch Silbernitrat und Baryt- 
wasser und schliesslich das Lysin durch Phosphorwolframsiiure 
ausfiillten. Man wird anzunehmen haben, dass Monoamino- 
siiuren, welche etwa mit den Hexonbasen ausgefallen waren, 
bei Ausfiihrung der beschriebenen Operationen grésstentheils 
in das Filtrat vom phosphorwolframsauren Lysin tibergingen: 
dieser Annahme entsprechen auch die Resultate, die wir bei 
Untersuchung unvollstiindig ausgewaschener Phosphorwolfram- 
siureniederschliige, in denen selbstverstiindlich Monoamino- 
siiuren sich vorfinden mussten, erhielten. Wir haben nun in 
drei Fiillen!) das Filtrat vom = phosphorwolframsauren Lysin 
auf Leucin und ‘Tvrosin untersucht, und zwar in folgender 
Weise: die Fliissigkeit wurde mit Hiilfe von Barvtwasser von 
Phosphorwolframsiéure, sodann mit Hiilfe von Kohlensiiure vom 
liberschiissigen Baryt befreit. Das Filtrat vom Barvumearbonat 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit einem 
(remisech von Alkohol und coneentrirter Ammoniakfliissigkeit 
erhitzt. Die vom Ungelosten abfiltrirte LOsung wurde eingedunstet, 


1, Die in diesen drei Versuchen verwendeten Filtrate stammten 
von den Basenlésungen, die bei Verarbeitung der Eiweisssubstanzen der 
hothtannen-, Kiefer- und Kiirbissamen erhalten worden waren. | Vergl. die 


vorhergehende Abhandlung. 
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der Verdampfungsriickstand wieder mit einem Gemisch yon 
Alkohol und Ammoniakfliissigkeit behandelt, die Lésung wieder 
eingedunstet. Der so erhaltene Verdampfungsriickstand lOste 
sich leicht in kaltem Wasser und zeigte weder das Aussehen 
des Tyrosins, noch des Leucins. Die Priifung auf Tyrosin mit 
Hilfe des Millon’schen Reagens gab negative Resultate. Beim 
Erhitzen des Riickstandes im Glasréhrechen erhielten wir nur 
in einem Falle eine idiusserst geringe Menge eines Sublimates, 
dessen Entstehen die Méglichkeit offen liisst, dass eine minimale 
Leucinmenge sich vorfand; doch war die Erscheinung so, dass 
eine sichere Schlussfolgerung auf das Vorhandensein von 
Leucin oder einer anderen Aminosiiure von iihnlichem Ver- 
halten auch in diesem Falle nicht gezogen werden konnte. 
Die Untersuchung unserer Phosphorwolframsiurenieder- 
schlige auf Leucin und Tyrosin gab also fast immer ganz 
negative Resultate. Auch haben wir in unseren Versuchen 
keine Erscheinung auftreten sehen, welche als Beweis datiir 
betrachtet werden kann, dass in jenen Niederschligen Pheny|- 
alanin sich vorfand. Doch glauben wir, die Frage, ob in 
jenen Niederschligen Phenylalanin enthalten war, auf Grund 
unserer Versuche nicht mit Sicherheit entscheiden zu konnen. 
Zum Schluss sei noch erwiihnt, dass wir fiir unsere 
Untersuchungen ausschliesslich gut krystallisirte Phosphor- 
wolframsiiure verwendet haben, die von uns selbst dargestellt 
und nach Drechsel’s Verfahren mit Hutlfe von Aether ge- 
reinigt worden war. Wir erwihnen dies, weil es bekanntlich 
mehrere Phosphorwolframsauren gibt, und weil es demnacl: 
nicht unwahrscheinlich ist, dass verschiedene Phosphorwolfram- 
siiturepriiparate als Fiillungsmittel nicht genau in der gleichen 
Weise wirken. 





Ueber das Schicksal cyklischer Terpene und Campher 
im thierischen Organismus. 


(Erste Mittheilung.) 


Von 


Emil Fromm und Hermann Hildebrandt. 


(Aus der medicinischen Abtheilung des chemischen Universitats-Laboratoriums zu 
Freiburg i. Br. und aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Instituts 
zu Berlin.) 


Der Redaction zugegangen am 11. September 1901.) 


Seitdem Schmiedeberg und Mever') gezeigt haben, 
dass der Campher im thierischen Organismus in Campherol 
verwandelt und mit Glycuronsdure gepaart ausgeschieden wird, 
haben sich einzelne Autoren mit dem Schicksal einzelner 
Campher im Organismus beschiiftigt. So hat P. Pellacani?) 
gefunden, dass auch Menthol und Borneol als Glycuronsiure- 
verbindungen ausgeschieden werden, so hat auch in neuerer 
Zeit Rimini?) gezeigt, dass Fenchon in analoger Weise als die 
Glycuronsiiureverbindung eines Oxyfenchons im Harn erscheint. 
Ueber das Schicksal eines Terpenes im ThierkOrper liegen 
ebenfalls Untersuchungen von Schmiedeberg*) vor, welcher 
Terpentindl an Hunde verfiitterte und auch hierbei das Auf- 
treten von gepaarten Giycuronsiiuren im Harn beobachtete. 
Aus diesen gepaarten Glycuronsiiuren erhielt Schmiedeberg 
theils durch freiwillige, theils durch kiinstliche Spaltungen 





1) Zeitschr, f. physiol. Chem., Bd. 3, 5. 422. 

Arch. f. exper. Path. und Pharm., Bd. 17, 5. 376 (1883). 
3) Rend. Ac. Line. [5], Bd. 10 1, S. 2-44. 

Arch. f. exper, Path. und Pharm., Bd. 14, 5. 308 (1881). 
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Produkte, deren Analyse auf die Formel C,,H,,O zu weisen 
schien. Die Analysen dieser Produkte hat Schmiedeberg 
nicht mitgetheilt. Zu einem = ahniichen Resultate gelangte 
kK. Kiilz,?) welcher das aus der Glycuronsiiure gewonnene 
Spaltungsprodukt C,,H,,0 Terpentinol nannte. Kiilz hat 
das vermeintliche Terpentinol analysirt und die Analysen auch 
mitgetheilt. Diese Analysen stimmen aber nur recht schlecht 
auf die Formel C,,H,,O. Die eingehende Beschreibung der 
Darstellung des Terpentinols durch Kiilz liisst iiberdies  er- 
kennen, dass sowohl Sehmiedeberg wie Kiilz ganz unzu- 
reichend gereinigte Materialien analysirt haben, was Anlass zu 
einem kleinen Irrthum gegeben hat. Unsere Untersuchungen 2) 
liber die Bestandtheile des Sadebaumols, welche sich micht nur 
mit der chemischen Zusammensetzung derselben, sondern auch 
mit ihrem Schicksale im = ThierkOrper befassen, haben uns 
darauf aufmerksam gemacht, dass seit jenen oben. citirten 
Untersuchungen von Schmiedeberg, Pellacani und Kiilz 
wohl die Erkenntniss von der chemischen Constitution der 
Terpene und Campher grosse Fortschritte gemacht hat. dass 
aber die Untersuchungen tiber das Sehicksal dieser Stolfe 
im ‘ThierkOrper keineswegs gleichen Schritt gehalten haben. 
Schmiedeberg und Kiilz haben « Terpentinél» verfiittert: 
seither sind aber zahlreiche Terpene in chemisch reinem oder 
doch fast) reinem Zustande hergestellt worden, tiber deren 
phvsiologisches Verhalten noch gar nichts bekannt ist. Seit 
den schénen Arbeiten von Schmiedeberg, Mever und 
Pellacani tiber den Campher sind zahlreiche Isomere und 
Metamere desselben gefunden und in = chemiseher Hinsicht 
studirt worden, ohne dass dieser Umstand bisher zu physio- 
logischen Studien dieser Substanzen eine Anregung— ge- 
eeben hiitte. 

lm einen Anfang zu machen, diese grosse Liicke ats- 
zutiillen, haben wir das Schicksal einer kleinen Reihe von 


1) Zeitschr. f. Biol, Bd. 27, 8. 257. 


2) Ber. d. deutsch. chem. Ges.. Bd. : S. 2025 und Bd. 35 8. 1191; 


1, 
Arch. f. exper. Path. und Pharm., Bd. 45, 8. 110. 
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Cyklische Terpene und Campher im thierischen Organismus. 


Terpenen (Pinen, Camphen, Phellandren, Sabinen) und von 


Campherisomeren (Sabinol, Thujon) im Thierkérper verfolgt. 
Wenn wir unsere beobachtungen ergiinzen durch diejenigen, 
welche Schmiedeberg und Mever am Campher, Rimini am 
Fenchon und Pellacanit am Menthol und Borneol gemacht 
haben, so treffen wir auf eine Analogie im Verhalten aller 
dieser Korper, welche wir in folgenden allgemeinen Siitzen 
ausdriicken konnen. 

1. Nach Darreichnng aller der erwiihnten cyklischen Ter- 
pene und Campher treten im Harn gepaarte Glycuronsiiuren 
auf: es werden alle die untersuchten cyklischen Terpene und 
Campher wenigstens theilweise derart veriindert, dass sie mit 
Glycuronsiiure gepaart und ausgeschieden werden konnen. 

2. Die Terpene C,,H,, kOnnen sich als solche nicht wohl 
mit Glycuronsiure paaren. Alle untersuchten Terpene werden 
nach unseren Erfahrungen wenigstens theilweise im = Thier- 
korper in Hydroxylderivate (Terpenole) verwandelt: 

C,H. + 0 = C,Jh.0n. 

Diese Terpenole werden mit Glycuronsiure gepaart als 
Terpenolglycuronsiiuren ausgeschieden : 

C,H,,OH + C,H,,0, = C,H,,0+C,H,0, + H,0. 


10 


Der Harn, welcher nach Darreichung der Terpene = ge- 
lassen wird, reducirt Fehling sche Loésung nicht. Kocht man 
aber diesen Harn mit verdiinnten Mineralsiiuren, so zerfiillt die 


Terpenolglycuronsiiure 





‘ ‘ ! ‘ ‘ 
C,oH1,,0 : CH, ie HO = C,H, 0H Bg CH ,,0; 
Terpenolglycuronsaiure Terpeno!] Glycuronsiiure 


in Terpenol und freie rechtsdrehende Giycuronsiure. Die 
Gegenwart von freier Glycuronsiiure im so behandelten Harn 
kann in allen Fiillen ausser durch die Reehtsdrehung auch 
durch die Reduction der Fehling schen Losung nachgewlesen 
werden. Die bei dieser Spaltung abgeschiedenen Terpenole 
sind gegen verdiinnte Mineralsiiuren verschieden bestiandig. 
kines derselben, das Camphenol, welches sich vom Camphen 
ableitet, wird von verdiinnten Mineralsiiuren nicht weiter ver- 
undert und kann als solches isolirt und analysirt werden. Die 
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iibrigen Terpenole: Pinenol, Phellandrenol, Sabineno] 
sind aber gegen verdiinnte Siéiuren unbestiindig und verlieren 
durch dieselben Wasser: 

C,9H,,0H = C,H,, + H,0. 

In diesen Fiillen erhalt man also bei der Spaltung der 
gepaarten Glycuronsiiure statt der Terpenole deren Zersetzungs- 
produkte, niimlich Cymole oder deren Isomere. 

3. Bet den Campherisomeren C,,H,,O lassen sich zwei 
principiell verschiedene Fille unterscheiden, namlich solche, in 
denen der Sauerstoff in einer Carbinolgruppe vorhanden. ist 
(Sabinol), und solche, in denen der Sauerstoff einer Carbonyl- 
gruppe angehort (Campher, Fenchon, Thujon). Da im ersteren 
Falle, im Falle des Sabinols, eine Hydroxylgruppe bereits vor- 
handen ist, so kann eine Paarung mit Glycuronsiiure im Thier- 
korper ohne Weiteres stattfinden. Dies ist auch thatsdachlich 
der Fall: der «Sabinolharn» reducirt Fehling’sche Losung 
nicht direkt, wohl aber nach dem Kochen mit Mineralsiiuren: 
demnach wird also auch die Sabinolglycuronsiure = ge- 
spalten: 
30°C,H,O, + H,O = C,,H,,OH + C,H,,0, 
und zerfillt ber dieser Spaltung in rechtsdrehende Glycuron- 
siiture und Sabinol. Das zweite Spaltungsprodukt, sei es nun 
Sabinol oder ein Isomeres desselben, ist aber auch in diesem 
Falle unbestiindig gegen kochende, verdiinnte Sauren und zer- 
fillt in Wasser und p-Cymol: 

C.HOH = CH, + HO. 

Da Sabinol selbst durch Behandlung mit verdiinnten 
Mineralsiiuren sehr leicht in p-Cymol und Wasser zerfiillt,!) so 
ist die niichstliegende Annahme natiirlich, dass es unverindert 
und ohne jeden Bindungswechsel in die Paarung mit Glycuron- 
siiure eingetreten ist. Wenn sich auch, wie wir spiiter sehen 
werden, tiber diesen Punkt noch diseutiren liisst, so ist doch 
eines klar. dass das Molekiil des Sabinols vor der Paarung 
mit Glycuronsiiure keine Vermehrung an Sauerstoff und keine 
Verminderung an Wasserstolf erlitten hat, da sonst dias 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, S. 1208, 
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Spaltungsprodukt nicht p-Cymol sein kénnte. Auch Menthol 
und borneol (C,,H,,OH) gehen, wie Pellacani (1. ¢.) gezeigt 
hat, im ThierkOrper in Glycuronsiiureverbindungen iiber und 
werden als solche ausgeschieden. Ueber die Spaltungsprodukte 
dieser Glycuronsiiuren ist Niiheres noch nicht bekannt. 

Die carbonylhaltigen Campherarten (Campher, Fenchon, 
Thujon oder Tanaceton) enthalten wieder, iihnlich den Terpenen, 
keine Hydroxylgruppe, mit welcher sie sich an die Glycuron- 
siiure paaren konnten. Alle diese Campher werden beim 
Durchgang durch den Thierkorper hydroxylirt: die Hydroxy- 
lirung verlaéuft indessen beim Thujon etwas anders als bel 
Campher und Fenchon. Campher und Fenchon werden, wie 
Schmiedeberg und Mever einerseits und Rimini anderer- 
scits gezeigt haben, im Thierkorper durch Oxydation in die 
Hydroxylprodukte Campherol und Oxyfenchon (Fenchonol) 


verwandelt: 


OC,,H,, -- 0 = OC,,H,,OH. 


Diese Hydroxylprodukte OC,,H,,OH = paaren = sich mit 
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Glycuronsiiure und werden in diesem Zustande ausgeschieden : 
OC, H,,OH -+ CH,,0, = C,,H,,0, + HO. 

Durch verdiinnte Mineralsiuren werden auch diese ge- 
paarten Glycuronsiuren gespalten: 

Cie... + H,O = OC,,H,,OH -}+ C,H,,0,. 

Nach dieser Gleichung entstehen neben Glycuronsiiure in 
einem Falle Campherol, im anderen Fenchonol. 

Auch Thujon wird im ThierkOrper hydroxylirt und mit 
Glycuronsiiure gepaart ausgeschieden. In diesem Falle gelang 
es uns, die gepaarte Glycuronsiiure in) Gestalt ihres schon 
krystallisirenden Kalisalzes zu isoliren. Sorgfiltige Analysen 
dieses Salzes zeigten indessen, dass hier nicht ein Analogon 
der oben erwihnten Verbindungen C,,H,,O,, sondern vielmehr 
eine wasserstoffreichere Verbindung C,,H,,Q, vorliegt. ks lag 
nahe, hieraus zu schliessen, dass Thujon ungleich dem Campher 
nicht durch Oxydation, sondern durch Hydratation hydroxy- 
lirt wird: 

OC,,H,, ++ HO = OC,,H,,OH. 


Das Hydroxylirungsprodukt, welches wir Thujonhydrat 
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nennen wollen, wiirde sich nun mit Glycuronsiiure zu Thujon- 

hydratglycuronsiiure paaren und so ausgeschieden werden : 
OC,,H,,OH + C,H,,0, = C,,H,.0, + H,0. 

Diese Anschauung hat durch das Studium der Spaltungs- 
produkte der gepaarten Glycuronsiiure eine willkommene Unter- 
stitzung erfahren. Die Thujonhydratglycuronsiiure im Harn 
wird niamilich durch verdiinnte Mineralsiiuren in Glycuronsiiure 
und Thujonhydrat gespalten: 


nm 


C Hyg Er HO ‘ OC, ,H,,0H 2 CoH 0;. 


. 


Ks ist aber, wie in iihnlichen oben erwiihnten Fiillen, 
auch hier nicht gelungen, das Hydroxyvlprodukt selbst zu fassen, 
da dasselbe unter den Bedingungen der Spaltung gegen ver- 
diinnte Sauren nicht bestiindig ist. Thujonhydrat zerfiillt néim- 
lich bei dieser Reaction in zwei Molekiile Wasser und einen 
Kohlenwasserstolf C, H,,: 

OC,,H,,OH = €,,H 


10 


+ 2H,0. 


i4 

W tire Thujon durch Oxydation im Thierkorper zu OC, ,H,,O1 
hvdroxylirt worden, so konnte das Spaltungsprodukt niemals 
Col,, sein, sondern es miisste sich entweder als OC,,H,, oder 
als Cy lH, erweisen. 

So ist also durch die Analysen der gepaarten Glycuron- 
siiure und durch das Auftreten von Cymol bei deren Spaltung 
erwiesen, dass Thujon im ThierkoOrper nicht durch Oxydation., 
sondern durch Hydratation hydroxylirt: wird. 

). Die Ausbeuten der aus den Harnen gewonnenen Gly- 
curonsiiure sowohl, als auch der aus den Harnen gewonnenen 
Spaltungsprodukte entsprechen kKeineswegs den Mengen de! 
dargereichten Ausgangsmaterialien: sie sind im Allgemeinen 
schlecht. Es muss also ausser der oben. skizzirten Art der 
Ausscheidung noch eine oder mehrere Arten geben, auf welche 
sich) der Organismus dieser Produkte entledigt. Dies kann 
wohl geschehen durch Ausathmung oder durch vollige Ver- 
brennung, kann auch geschehen, indem Terpene und Camphe 
In Phenole verwandelt werden. Dass letztere Umwandlung in 
der That eintritt, dafiir sprechen einige Beobachtungen. | Alle 
oben erwiihnten Spaltungsprodukte, Cymole, Terpenole, Gam- 
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pherole, sind begleitet von erheblichen Mengen von Phenolen, 
welche wohl nicht alle schon im normalen Harne vorkommen. 
insbesoudere ist es gelungen, nach Darreichung von Phellandren 
Cy H,, neben dem oben erwihnten Kohlenwasserstofl C,,H,, 
ein schon krystallisirtes Phenol C,,H,,O, zu gewinnen. Viel- 
leicht ist dieses Phenol aus Phellandren nach der folgenden 
Gleichung entstanden: 
C,,H,,+ 3 0 = C,,H,,0, + H,O 

Aus allen im Vorstehenden angefiihrten Thatsachen ergibt 
sich fiir die untersuchten cyklischen Terpene und Campher- 
arten eine allgemeine Regel: 

Der Thierkérper verwandelt die cvklischen Ter- 
pene und Campher durch Oxydation oder Hydratation 
in Monohydroxylderivate, falls das dargereichte Pro- 
dukt nicht bereits eine Hydroxylgruppe enthilt, wie 
Sabinol. Die so dargereichten oder entstandenen 
Hydroxvlverbindungen werden an Glycuronsiiure 


ge- 
paart und so ausgeschieden. 

Augenscheinlich bedeutet ein Theil oder die Summe der 
in obigen Siitzen skizzirten Vorgiinge die Wehr des Thierkorpers 
vegen die eingefiihrten Gifte. Man koénnte hier die Frage er- 
heben, ob schon die Hydroxylirung der cingefthrten Substanzen 
oder erst ihre Paarung mit Glycuronsiiure das Mittel zur Un- 
schiidlichmachung der Gifte ist. Diese Frage ist’ bereits von 
Pellacani') durch die Untersuchung der Giftwirkungen des 
Campherols angeschnitten worden. Dieser Frage sind auch 
wir durch Untersuchungen der Giftwirkungen unserer Spaltungs- 
produkte, sowie der gepaarten Verbindungen niaher getreten 
und werden seiner Zeit dariiber berichten. 

Das Schicksal der Terpene und Campher bei ihrem Durch- 
gang durch den Thierkérper ist im Obigen nur insoweit cha- 
rakterisirt, als sich dasselbe durch chemische Summenformeltn 
ausdriicken liisst. Ueber die Constitutionsformeln der Aus- 
scheidungsprodukte nach Darreichung von Terpenen — und 
Camphern ist damit noch so gut wie nichts gesagt. 


Arch. f. exper. Pharm., Bd. 17, 5. 373, (1883) 
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Ks sind wohl hauptsiichlich zwei Fragen, deren Lésung 
in diesen Fiillen von Interesse wiire, niimlich erstens die Frage. 
an welcher Stelle des Molekiils die oben erwiahnten Hy- 
droxylirungen stattgefunden haben, und zweitens die Frage, 
ob die Molekile der Terpene und Campher den Thierkérper 
ohne innere Veriinderung (Bindungswechsel) passiren. 





Fiir den Campher selbst lassen sich diese Fragen aus 
den Angaben von Schmiedeberg und Meyer bereits mit 
einiger Sicherheit l6sen, da diese Forscher gefunden haben, 
dass bei der Oxvdation der Camphoglycuronsadure neben anderen 
Produkten dieselbe Camphersiiure entsteht, welche man bei 
der Oxydation des Camphers erhiilt. 

Hieraus geht hervor, dass der ThierkOrper das Campher- 
molekiil ohne wesentliche Verinderung desselben genau an 
derselben Stelle angreift, an welcher es bei der Oxydation zu 
Camphersiiure angegriffen wird. Man darf demnach wohl unter 
Zugrundelegung der Bredtschen Campherformel I dem = Catm- 
pherol die Formel Il zuweisen. 


CH CH 
1 me7/ New, I HOWNCZH \cu, 
(\CH,), (\CH,), 
OC cH, OC CH, 
eo NZ :' 
C 
CH, CH, 


Solche Constitutionsbestimmungen werden sich ohne be- 
sondere Schwierigkeiten meist dort fiihren lassen, wo es gelingt, 
die gepaarte Glycuronsiiure oder die aus derselben abgespaltenc 
Hydroxylverbindung in chemisch reinem Zustande zu fassen. 
Solche Fille liegen vor im Fenchonol und dessen Glycuronsiitire- 
verbindung, in der Thujonhydratglycuronsiiure und im Camphenol. 

Bei Darreichung von Pinen, Sabinen, Phellandren und 
Sabinol gelingt es aber, weder die gepaarten Glycuronsiiuren, 
oder deren Salze in krystallisirtem Zustande zu erhalten, noc! 
die betreffenden Hydroxylverbindungen zu isoliren, da ja cie- 
selben bei der Spaltung in Cymole und Wasser zerfallen. Hier 
bieten die Bestimmungen der Constitution der Ausschetdungs- 
produkte schon gréssere Schwierigkeiten und man wird ZU 
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solehen nur gelangen kénnen, wenn man die rohen, ungespal- 
tenen, gepaarten Verbindungen in neutralen oder alkalischen 
Losungen verarbeitet, da dieselben ja in sauren Losungen, 
wie oben erwahnt, gespalten werden. Diesen Bedingungen 
haben wir zu entsprechen versucht, indem wir die Sabinol- 
und Sabinenolglycuronsiiuren in rohem Zustande mit Perman- 
ganat oxydirt haben. 

Von allen oben besprochenen Substanzen passirt allein 
Sabinol gepaart an Glycuronsiiure den Thierkérper ohne 
iiussere Verinderung des Molekiils: denn withrend Terpene 
in Terpenole, Ketocampher in Campherole oder Hydrate 
verwandelt werden, bleibt Sabinol eine Monohydroxylverbin- 
dung. Dass auch keine innere Veriinderung des Molekiils 
bei diesem Durehgang durch den ThierkOrper = stattgehabt, 
konnte man am_ sichersten beweisen, wenn es gelinge, 
Sabinol als solches aus der Sabinolglycuronsiiure abzuspalten. 
Dies gelingt aber keineswegs, auch nicht unter Verwen- 
dung weitgehend gereinigten Materials; denn Sabinol selbst 
ist gegen verdiinnte Siiuren unbestiindig unter denjenigen be- 
dingungen, unter denen es aus der Glycuronsdureverbindung 
abgespalten wird. Um uns nun dariiber zu vergewissern, ob 
Sabinol als solehes in die Paarung mit Glycuronséure eintritt 
oder etwa in einer isomeren Form, haben wir das folgende 
Verfahren angewendet: Wir haben niimlich die Fliissigkeiten, 
welche die gepaarten Glycuronsiiureverbindungen — enthielten, 
einer Oxydation mit Permanganat in der Kiilte unterworfen. 
Wir gingen dabei von der Ansicht aus, dass bei einer solchen 
Oxydation der ganze Glycuronsiiurerest weggebrannt werden 
wirde. In diesem Falle miisste aus Sabinclglycuronsiure das- 
selbe Oxydationsprodukt entstehen, welches Fromm bei der 
Oxvdation des Sabinois selbst mit Permanganat erhalten hat, 
namlich a-Tanacetogendicarbonsiinre. Dies ist aber keineswegs 
der Fall. Man bekommt niimlich bei diesem Verfahren aus 
der vermeintlichen Sabinolglycuronsiiure neben grossen Quan- 
litaien von Benzoesiiure, welche wohl aus beigemengter Hippur- 
siure stammen, geringe Mengen einer schon krystallisirenden, 
schwer léslichen neuen Siiure. Die neue Sure schmilzt um 
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ca, 60° hoher als die Tanacetogendicarbonsiure und liefert be; 
den Analysen Werthe, welche auf die Formeln C,,H,,.0, oder 
besser auf C,,H),0, stimmen., ks scheint demnach, dass ent- 
gegen der Erwartung hier nicht der ganze Glycuronsiiurerest 
wegvebrannt worden ist. sondern Sticke desselben am Sabinol- 
rest hingen geblieben sind. Die Mengen dieser neuen Siiure 
sind bisher leider zu kleine, als dass eingehendere Constitutions- 
bestimmungen mit derselben hiitten vorgenommen werden k6nnen. 

Als dasselbe Oxydationsverfahren auf Harne angewendet 
wurde, welche Sabinenolglycuronsiiure enthielten, wurde auch 
hier neben geringen Mengen einer bel 220° schmelzenden Siiure 
eine neue Saure, die bet 320° noch nicht schmilzt, erhalten, 
deren Formel C,H,O, oder C,H,O, sein diirfte, und deren 
weiteres Studium vermuthlich Anhaltspunkte fiir die Constitution 
des Sabinenols liefern wird. 


Beschreibung der Versuche. 


Das Ausgangsmaterial wurde in den meisten” Fiillen 
von der Firma Schimmel & Co. in Leipzig in den bekannien 
vorziiglichen Qualitiiten bezogen. Als Versuchsthiere dienten 
durchweg Kaninchen, weil bei Hunden, welche sonst in Be- 
tracht gekommen wiiren, die Gefahr des Erbrechens eine zu 
erosse ist. Als Futter erhielten die Kaninchen theils Hafler, 
theils frisches Griin, je nachdem man fiir die Versuche liebe: 
einen coneentrirteren oder einen verdiinnten Harn wiinschte. 
Die zu untersuchenden Substanzen wurden in’ allen Fiillen 
miftels Schlundsonde in den Magen eingefiihrt. Als relativ am 
ungiftigsten erwiesen sich die Terpene (Pinen, Camphen, 
Phellandren, Sabinen), weil giftiger wirkt Sabinol, am giftigsten 
Thijon. Unter gleichen Erniihrungsbedingungen (Griinftitterung) 





vertragen mittelgrosse Kaninchen 2—3 ecem. Terpene p. (. 
wochenlang ohne wesentlichen Sechaden: Sabinol fiihrt in diesen 
Dosen bereits in kurzer Zeit erhebliche Ernihrungsstorunge) 
herbel, welche zu starker Abmagerung ftihren:!) Thujon endlich 


1) Arch. f. exper. Path. u. Pharm., 45, 111 und 119. 
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zeigt bereits in einer Menge von 2 cem. p. d. eine acute 


Wirkung auf das Nervensystem ihnlich dem Campher, die 
unter heftigen Krampferscheinungen zum Tode fiilrt. 

Wenn es auf die Gewinnung der gepaarten Glycuron- 
<fiuren selbst ankam, wurden die Kaninechen mit Hafer gefiittert, 
weil in diesem Falle ein ziemlich concentrirter, natiirlich saurer 
Harn gewonnen wird. Neutralisirt man diesen Harn mit Aetz- 
barvt, filtrirt und setzt zu dem Filtrat neutrales Bleiacetat, so 
enthélt die geringe Fiillung kaum die gesuchten Verbindungen. 
\Wird indes das Filtrat nunmehr mit basischem Bleiacetat ver- 
setzt, so enthilt die jetzt entstehende Fiillung die Hauptmenge 
der gepaarten Glycuronsiiure. Der mit destillirtem Wasser gut 
ausgewaschene Niederschlag wird in Wasser suspendirt und 
mit Schwefelwasserstoff behandelt. Man filtrirt vom = Bleisulfid 
ab und engt das Filtrat bet héchstens 40° ein. Keine der so 
dargestellten freien, gepaarten Glycuronsituren zeigt Neigung 
zim Krystallisiren. Versuche, krystallisirte Salze dieser Ver- 
bindungen darzustellen, haben nur bei der Thujonhydratglycuron- 
siiure Erfolg gehabt, von der ein gut krystallisirtes Kalisalz 
sewonnen wurde, 

Wenn beabsichtigt wurde, nicht die gepaarten Glycuron- 
siiuren selbst, sondern deren Spaltungsprodukte zu gewinnen, 
wurden die Kaninchen mit frischen Kohlblittern gefiittert, weil 
sie in diesem Falle gréssere Mengen der dargereichten Sub- 
stanzen vertrugen. Der so erzielte Harn wird bis zur deutlich 
sauren Reaction mit starker Salzsiiure versetzt und entweder 
direkt oder mit gespanntem Dampf destillirt. Auf dem wiisse- 
rigen Destillat sammeln sich in allen Fiillen Slige Schichten, 
welche die Spaltungsprodukte darstellen. 

Jedes dieser Spaltungsprodukte wird abgehoben und = zu- 
nichst mit Alkali geschiittelt, um so die Phenole zu entfernen, 
Dureh Ansiiuern der alkalischen Losung kOnnen diese Phenole 
gewonnen werden. Der in Alkali unl6sliche Theil eines jeden 
Spaltungsproduktes wird nun zuniichst direkt fractionirt. Hierbe 
zeigt sich alsbald schon durch den Siedepunkt der Hauptmenge, 
obim Wesentlichen ein Kohlenwasserstoff — Cymol — oder ein 
lsomeres des Camphers, z. B. Camphenol, vorliegt, da die Ver- 
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bindungen C,,H,, ungeféhr von 170—180°, die Verbindunger 
CH,,0 ungefihr von 200— 220° sieden. Man muss natiirlicl, 
jedes dieser Produkte wiederholt, die Kohlenwasserstoffe zuletzt 
liber Natrium destilliren, um sie frei von harzigen Produkten 
und Farbstoffen, welche stets zugegen sind, zu erhalten. 

Zur Gewinnung der Oxydationsprodukte der gepaarten 
Glycuronsiiuren wurde zuerst das nach dem oben erwahnten 
Bleiverfahren gereinigte Material verwendet. Spiter zeigte 
sich, dass man von diesem umstiindlichen Verfahren Abstand 
nehmen und den glycuronsiurehaltigen Harn direkt verwenden 
kann. Ein solcher Harn wird unter Wasserkiihlung mit etwa 
9° oiger PermanganatlOsung so lange versetzt, bis die Roth- 
fiirbung tiber Nacht bestehen bleibt. Man entfarbt, filtrirt vom 
Manganschlamm ab, wiischt diesen mit sodahaltigem Wasser 
nach und concentrirt die alkalischen Filtrate auf dem Wasser- 
bade. Die klare, concentrirte L6sung wird mit Schwefelsiiure 
angesiuert und mit Acther erschdpft. Der Aether hintertliiss! 
die sauren Oxydationsprodukte in Form = eines Oeles, aus 
welchem sich Krystalle abscheiden, welche durch Absaugen 
gewonnen werden. Nimmt man den oligen Antheil der Siuren 
In Alkali auf, so entfiirbt die alkalische L6sung abermals 
Permanganat. Durch eine Wiederholung des oben beschriebenen 
Oxydationsverfahrens an der alkalischen Loésung der oligen 
Siuren kann man die Ausbeute an krystallisirten Sauren um 
ein Betriichtliches erhéhen; die Oligen Situren sind augen- 
scheinlich Zwischenprodukte, welche bei weiterer Oxydation 
fast quantitativ in die krystallisirten Oxydationsprodukte tiber- 
sefiihrt werden. Die durch diese Oxydation gewonnenen 
krystallisirten Siiuren sind Gemenge je zweier Siiuren. Dic 
neuen Siiuren sind schwerer loslich in Wasser und Alkolho! 
und miissen durch oft wiederholte Krystallisation aus diesen 
Mitteln von einander getrennt werden. 


1. Verfutterung von Pinen. 


Pinenolglycuronsiiure und ihre Salze krystallisiren nich. 
Bei der Spaltung derselben erhilt man ein Oel, welches beur 
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Schiitteln mit Alkali an dasselbe Phenol abgibt. Der in Alkali 
unlosliche Theil geht bei der direkten Destillation unter 190° 
iiber und zeigt bei wiederholten Destillationen zuletzt tiber 
Natrium den Siedepunkt 175—176°. Molekulargewichtsbestim- 
mungen und Analysen weisen auf einen Kohlenwasserstolff 


CoH... obwohl es mangels Materials nicht gelungen ist, ganz 
analysenreine Substanz zu erhalten. Die Analysen [ und_ IL. 
sowie die Molekulargewichtsbestimmung sind mit direkt 
destillirten Substanzen, die Analysen IIf und IV mit  solchen, 
welche tiber Natrium destillirt sind, angestellt. 


Berechnet fiir G.. H,, M 
8955 ° 6 10,45 % 9 134 
CGefunden I Siedepunkt 183—185°: 82,0 » 10.5 
If 183—185°: 84,08 >» 9,59 
[I] 176—178°: 85.39 9.4 
LV 175—176°: 8.606 10.23 
Molekulargewicht in Naphtalin . . 2. . . . >.) . «Gefunden 141 


2. Verfutterung von Phellandren. 


Phellandrenolglycuronsiiure und deren Salze krystallisiren 
nicht. bei der Spaltung derselben entsteht ein Oel, welches 
an Alkali Phenole abgibt. Die aus dem Alkali in’ Freihett 
gesetzten Phenole krystallisiren zum Theil. Befreit man die 
so erhaltenen Krystalle durch Absaugen von anhaftenden 
Oelen und reinigt dieselben durch mehrfaches Umkrystal- 
lisiren aus verdiinntem Alkohol, so erhilt} man  ansehnliche 
Krystalle yom Schmeizpunkt 142°, welche ein Phenol C,,H,,0. 
darstellen. 

Berechnet fiir C,H,,0,:C,, = 72,3 
Gefunden 12,09 

Der in Alkali unlosliche Theil des Spaltungsprodukts 
geht bei direkter Destillation zwischen 174—-176° fiber (Ana- 
lvse T) und destillirt iiber Natrium = scharf bei 175° (Ana- 
Ivse Il). Die Analyse der sorgfiltig gereinigten Substanz 
stimmt genau auf CioH,,: es llegt also ein Kohlenwasserstoll 
vor, tuber dessen Constitution noch nichts Niheres ausgesagt 
werden kann. 
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Berechnet fiir ie Riss 
89.55 2/6 10.45 5 
Giefunden = | BD.16 > 10.04 
I] 8927 [().2 


3. Verfiitterung von Camphen. 


Auch die Camphenolglycuronsiiure krystallisirt nicht. Thr 
Spaltungsprodukt ist) gleichfalls ein Oel, von welchem aber 
unter 200° nichts iibergeht. Das Spaltungsprodukt — siedet 
vielmehr von 202—204° und zeigt nach wiederholten Destilla- 
tionen Werthe, welche auf Camphenol C,,H,,OH genau stimmen. 
Von den lier unten gegebenen Analysen entspricht [| einem 
etwas roheren und Il einem hiiufiger destillirten Produkte. 


Berechnet fir C,H,,0 C,, = 78,9 °/o iy, == PG fy 
Giefunden | 44,43 » 10,71 
II 78,95 10,71 


Versuche zur Aufklirung der Constitution dieser Substanz 
werden die Aufgabe einer folgenden Arbeit sein. 





4. Verfutterung von Sabinen. 





Das Spaltungsprodukt, welches aus der nicht) krystalli- 
sirenden Sabinenolglycuronsiiure gewonnen wurde, geht von 
I75—175° tiber und ist’ ohne Zweifel Cymol, obwohl die 
Analyse der tiber Natrium = gereinigten Substanz nicht ganz 
100°%o (GA -+ T) ergibt. 
> 89.95" )0 i 9 


Berechnet fiir C,, 4 = 10 


49 9/0 

Gefunden 89.24 >» V4 » 
Die Oxydation der Sabinenolglycuronsiiture mit Per- 
manganat in der Wiilte ergibt neben geringen Mengen einer 
Siure vom Sehmelzpunkt 220°, welche sich leichter in Wasser 
lost, eine neue Siiure, welche sich sehr schwer in Wasser, 
leichter in Alkohol 6st und durch Krystallisationen aus ver- 
diinntem Alkohol gereinigt wurde. In reinem Zustande schmilzt 
die neue Saiure bet 820° noch nicht und entspricht entweder 
einer der zweibasischen Siaiuren CyH,0, und CoH,0, oder einer 
der dreibasischen Sauren C,,H,O, und C,,H,,.0,. Bei einer 


. 


Titration wurden 0.297 @ der neuen Siiure von 33,6) ¢em., 
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nio NaOH neutralisirt, was einem Aequivalentgewicht von 88 
entspricht. 


Berechnet fur t a M 
C,H,O, GOT 8 y 33 %o 178” 
C,H,O, 60.0 tt IQ) 
am fH 60.0 I PHO 
Css thintts HO. i 276 
Gefanden 60.42 3,02 176 == 2.88 

DO 4 b16 264 = 3.88 


5. Verfutterung von Sabinol. 


Das Spaltungsprodukt der nicht krystallisirenden Sabinol- 
elycuronsaure ist p-Cymol. Dies ist zwar a. a. QO. bereits 
friiher gezeigt worden, die betreffenden Daten mogen aber hier 
abermals Platz finden. 

Berechnet fiir C,, = 89,53" 0 Bia LO 45° 0 
Gefunden 89.07 10,26 » 

Dass dieser Kohlenwasserstoff gerade p-Cymol ist, wurde 
dadurch erwiesen, dass derselbe durch Oxydation mit Per- 
manganat nach Wallach in p-Oxvisopropylbenzoesiiure vom 
Schmelzpunkt 155—156° tbergetiihrt werden kann und ferner 
dadurch, dass derselbe beim Verfiittern an Kaninchen durch 
den Thierkorper in p-Cuminsiiure tibergefiihrt wird. Bei der 
Oxvdation der Sabinolglycuronsiiure mit Permanganat in der 
Kiille entsteht ein Gemenge zweier Siiuren, deren eine — 
Benzoesiiure — in Wasser leichter, deren andere in Wasser 
schwer léslich ist. Die erstere wird als Benzoesiiure durch 
ihren Schmelzpunkt 121— 122° und durch die Analyse erkannt. 

Berechnet fiir C,H,0,:C, = 688 °o HH, 99° 4 


Gefunden 68.93 5.06 


Die schwerer |6sliche Siture schmilzt bet 198° und lefert 


Werthe, welche am besten auf C,,H,,0, oder C,,H,,0, stimmen. 
Berechnet ftir c H 
C,,U,,0, GEL %o £8 % 
CHO. 64. 5.3 
Gefunden 6418 iY 


, 


64.4 Det 
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6. Verfutterung von Thujon. 


Die Thujonhydratglycuronsiure krystallisirt zwar nicht 
selbst, wohl aber ihr Kalisalz, welchem die Zusammensetzung 
' a - " 1 
C,H..O,K zukommt.!) 

Berechnet fiir C,,H,,O,.K :C = 50,0 9% H=6,5 % K= 10,2 % 
Gefunden | 50,42» 7,22 >» 9,69 » 

>» Il 50,28 » 7,09 » 9,89 » 

Die Spaltung der Thujonhydratglycuronsiiure mit Salzsiaiure 
ergibt) neben Glycuronsiiure ein Oel, welches bei direkter 
Destillation zum griéssten Theil unter 180° itibergeht und bet 
der Destillation tiber Natrium sich als bei 170—180° siedendes 
Cymol erweist. 

Berechnet fir C,. = 89,55 °/o H,, == 10,45°/o 
85.56 » 11,28 > 


1) Diese Verbindung ist bereits im Arch. fiir exper. Path. und 
Pharm. Bd. 45, 5.120 beschrieben, dort aber noch als thujonoxydglycuron- 
saures Kali C,,H,,0,K angesprochen, obwohl auch dort schon ein héherer 
Wasserstoffgehalt angegeben ist. 











Ein geschwefeltes und gechlortes Derivat des Caseins. 
Von 
Dr. Theodor Panzer, Assistent. 


Aus dem Universitatslaboratorium fiir medicinische Chemie in Wien 


(Der Redaction zugegangen am 16. September 1901.) 


Jedem, der sich mit dem Nachweise von Metallgiften in 
Leichentheilen beschiiftigt hat, diirfte die folgende Erscheinung 
aufgefallen sein: Wenn die zerkleinerten Organe mit Salzsiiure 
und chlorsaurem Kalium behandelt, die Fliissigkeit durch Fil- 
tration geklirt und zur Vertreibung des iiberschtissigen Chlors 
erwiirmt worden war und hierauf mit Schwefelwasserstolf 
gesiittigt wird, so entsteht immer, auch wenn keine giftige 
Metallverbindung in den Leichentheilen vorhanden ist, ein hell- 
brauner Niederschlag, der sich in Ammoniak und in Schwefel- 
ammonium leicht lost. 

Die folgenden Zeilen mégen nun tiber Versuche berichten, 
welche ich angestellt habe, um die chemische Natur dieses 
Niederschlages wenigstens annihernd kennen zu lernen. 

Nachdem einige Vorversuche mit menschlichen Lebern es 
wahrscheinlich gemacht hatten, dass die Substanz ein Ab- 
kOmmling von Eiweisskérpern sei, wurde eine grossere Menge 
Casein, welches nach dem Verfahren von Hammarsten dar- 
gestellt und sorgfiltig gereinigt worden war, zur Erzeugung 
eines solchen Niederschlages verwendet. 

| kg Casein wurde mit dem vierfachen Gewichte an 
20° viger Salzsiiure zuniichst in einer Schale tiber Nacht 
quellen gelassen. Am folgenden Tage wurden 450 g chlor- 
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saures Kalium unter bestiindigem Umriihren eingetragen. Die 
Masse erwarmte sich stark unter Chlorentwickelung. Nachdem 
die Reaction voriiber und die Masse erkaltet war, wurde auf 
ungefiihr 2O Liter verdiinnt und von dem Ungeloésten abfiltrirt. 
Das noch schwach opalisirende Filtrat kliirte sich nach mehr- 
tiigigem Stehen durch Absetzen eines geringen Bodensatzes. 
Die dartiber stehende klare Fliissigkeit wurde abgezogen und 
durch Erwiirmen in offenen Schalen die geringe noch darin 
enthaltene Menge von freiem Chlor entfernt. Nach dem 
Erkalten wurde die Fliissigkeit mit Schwefelwasserstoff vesiittigt, 
wodurch ein blassbriiunlicher Niederschlag entstand. weilcher, 
nachdem er sich abgesetzt hatte. auf ein Filter gebracht und 
mit destillirtem Wasser so lange gewaschen wurde, bis das 
Waschwasser chlorfrei durchging. 

Der Niederschlag wurde nun zwischen Filtrirpapier ab- 
gepresst und dann, vor Laboratoriumsluft und Staub geschiitzt, 
trocknen gelassen. Nach mehrmonatlichem Liegen liess sich 
die Substanz sehr leicht zu einem iiusserst feinen Pulver zer- 
reiben, welches durch ein feinmaschiges Seidengewebe gesiebt 
und dadurch von etwa anhaftenden Filterfasern befreit: wurde. 
Das Pulver wurde sodann in einem Soxhlet schen Extractions- 
apparate mit Schwefelkohlenstoff hauptsichlich zur Entfernung 
von beigemengtem Schwefel andauernd extrahirt, bis auch 
nach mehrtigiger Extraction der Schwefelkohlenstotf nichts 
mehr aufnahm, wozu iiber einen Monat’ erforderlich war. 
Endlich wurde der anhaftende Schwefelkohlenstoff im Vacuum 
entfernt. 

Das so dargestellte Priiparat wog 15 g, es reprisentirt 
ein chamoisfarbiges Pulver von etwas an vulcanisirten Kaut- 
schuk erinnerndem Geruche, welches unter dem Mikroskope 
keine Andeutung einer krystallinischen Structur erkennen lisst. 
Kis ist unloslich in kaltem Wasser, verdiinnter Kochsalzlosung, 


verdiinnter Salmiakl6sung, verdiinnten Siuren, unloslich in 
Alkohol, Aether, Petroleumiither, Chloroform, Amylalkohol und 
Benzol. Dagegen lost es sich leicht in verdiinnter Lauge zu 
einer hellbraunen” Fliissigkeit, die) allmiéhlich dunkler wird, 
ebenso lost es sich in verdtinnten Lésungen von kohlensaurem 
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Natrium und von kohlensaurem Ammonium. Wird zum <Aut- 
ljosen nur wenig Lauge verwendet, so gelingt es leicht, eine 
sauer reagirende Losung zu erhalten, woraus hervorgeht, dass 
die Substanz eine mehrbasische Siiure ist. 

In solchen Lésungen rufen Siiuren Niederschliige hervor, 
welche im Ueberschusse von Salzsiiture und Schwetelsiiure 
nicht lOslich sind, sich aber in tiberschiissiger Essigsiiure oder 
Salpetersiiure auflosen. 

In Eisessig, sowie in Alkohol, der mit etwas Essigsiiure 
versetzt ist, lést sie sich leicht auf. Beim Verdiinnen mit 
Wasser triiben sich solche LOosungen unter Ausscheidung eines 
flockigen Niederschlages. 

Concentrirte Schwefelsiiure lOst das Priiparat) zu einer 
schwach gelblichen Fliissigkeit, welche erst beim Erwiirmen 
braun wird. 

Beim Kochen mit Wasser zerfliesst es zu Oligen braunen 
Tropfen. welche auf dem Wasser schwimmen und nach dem 
Erkalten zu einer harzartigen Masse erstarren. ‘Trocken er- 
hitzt schmilzt es auch ber 200° C. noch nicht. 

Der in Rede stehende Caseinabkémmling gibt keine fiir 
Kiweisskorper charakteristische Farbenreaction mehr (Millon- 
sche, Biuret-, Xanthoproteinsiiure-, Adamkiewiez’sche und 
Liebermann sche Reaction), mit a-Naphtol und concentrirter 
Schwefelsiiure entsteht keine Firbung, dagegen wird eine mit 
Hilfe von etwas Natronlauge bereitete neutrale Losung durch 
Neutralsalze gefiillt. So gibt sie mit dem gleichen Volumen 
gesittigter Ammonsulfatlosung einen Niederschlag, ebenso beim 
sattigen mit Chlornatrium oder Magnesiumsulfat. 

Weder eine alkalische oder neutrale, noch eine saure 
Losung wird dureh Alkohol gefallt. auch dann nicht, wenn 
reichlich essigsaures Natrium  hinzugefiigt wird.  Erst auf 
Aetherzusatz triibt sich die Fliissigkeit. 

Kssigsaures Kupfer bringt in einer Losung des Korpers 
einen schmutzig-griinen Niederschlag fervor: durch  salpeter- 
saures oder essigsaures Silber entsteht nur ino einer sauer 
reagivenden L6sung ein Niederschlag, der in Ammoniak J6slich 
Ist. Sublimat, Kaliumquecksilberjodid und Jodjodkalium triiben 
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die Losung nicht. Pepsinsalzsiiure mit einem Gehalt von 
04° 9 Chlorwasserstoff loste das Praparat auch nach 3 tiigigem 
Stehen im Brutofen nicht. 

Durch die qualitative Elementaranalyse wurden in dieser 
Substanz neben Kohlenstotf und Wasserstoff, Stickstoff reich- 
liche Mengen von Schwefel, Chlor und Phosphor als Bestand- 
theile nachgewiesen, dagegen war die Substanz frei von Asche. 

Zur quantitativen Bestimmung der Elemente wurden ab- 
gewogene Portionen im Vaccum tiber concentrirter Schwefel- 
siiure bis zum constanten Gewichte getrocknet, da die Substanz 
bei 100° C. sich schon theilweise zersetzt. 

Die einzelnen Bestimmungen gaben folgende Resultate: 

Kohlenstoff und Wasserstoff durch Verbrennung im 
Rohre mit vorgelegtem chromsauren blei, Silber, Kupfer und 
Kupferoxyd: 

I. 0.2356 ¢ Substanz, 0,1092 g H,O, 0.3714 g CO,, 0.01215 g H, 0.10139 ¢ C. 
Hl. 0.2102 g Substanz, 0.0950 g H,O, 0.3330 g CO,, 0,01058 g H. O.O909L gC. 

Stickstoff: nach Dumas-Ludwig. 

3,7 cem. N bei 9,0° Cound 752.0 mm, 10.13 °0 N. 


lif. O.2814 g Substanz, 23 
20,0 com. N bei 11,.2° Cund 750,0 mm. 10.02 %o N. 


IV. 0.2377 ¢ Substanz, 


=] 


Chlor: nach Carius., 
V. 0.1827 g Substanz, 0.0360 ¢ AgCl, 0,0066 ¢ Ag, zusammen 0.01107 ¢ Cl. 
VI. 0.1332 ¢ Substanz, 0.0317 g AgCl, 0,0101 g Ag, zusammen 0.01115 g CL. 

Phosphor: durch Veraschen der Substanz mit kohlen- 
saurem und salpetersaurem Natrium. 

VII. 0.2237 g Substanz, 0.0037 g Mg,P,0,, 0,00103 ¢ P. 

VIII, 0.2874 g Substanz, 0.0039 g Mg,P,0,, 000109 ¢ P. 

Schwefel: Die Bestimmung des Schwefelgehaltes machte 
Schwierigkeiten. Zuniichst wurde die Methode von Weide] 
und Sauer!) (Verbrennen im Sauerstolfstrome mit vorgelegtem 
Platinasbest) versucht; dabei konnten trotz aller Sorgfalt iiber- 
einstimmende Werthe nicht erhalten werden, ohne dass die 
Ursache dieser Differenzen aufzufinden war. 

Durch die Methode von Carius, welche bekanntlich fiir 


1) Sitzungsber. d. kaiserl. Akad. d. Wissensch. 1873 u. Zeitschr. 


f. analyt. Chem., Bd. 12, 8. 32. 
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Schwefel immer etwas zu hohe Werthe gibt, wurden folgende 
Resultate erhalten: 

a) 0,1996 g Substanz, 0,1495 g BaSO,, 0.02056 g S—= 10,30 ° 

b) 0.2676 ¢ Substanz, 0.2134 g BaSO,. 0.02934 ¢ S = 10,96 

Endlich wurde noch ein von Bunsen angegebenes Ver- 
fahren beniitzt. Die Substanz wurde niimlich in reiner Natron- 
lauge gelOst und in diese Losung Chlorgas bis zur Siittigung 
eingeleitet. Die Fliissigkeit, welche sich zuniichst braun fiirbte, 
nahm bald die Farbe des Chlorwassers an, unter Abscheidung 
einiger farbloser Flocken, welche jedoch beim Stehenlassen 
liber Nacht vollstiindig in Loésung gingen. Naechdem_ hierauf 
mit Salzsiiure angesiiuert und auf dem Wasserbade zur Trockne 
eingedampft worden war, wurde der Riickstand in Wasser und 
einigen Tropfen Salzsiiure gelOst und mit Chlorbaryum gefiillt. 
Es gaben: 

IX. 0,202 

X. 0,274 


g Substanz, 0.1314 ¢ BaSO,, 0.01807 ¢ 8S. 


2 
2 ¢ Substanz, 0.1750 g BasO,, 0.02407 g S. 


x 


Bei Verwendung der beiden letztgenannten, gut stim- 
menden Werthe ergibt sich folgende Zusammenstellung in 
Procenten: 








I. Il. IIf. | IV. V. VI. | VIE. | VOll.; IX. X. 
( 13,03 | 43,24; — — - a 
H. . .| 516; 5,03) — i= — — — 
Bese) — 10,13! 1002) — | — | — 
= _ > ie an) aoe — | BOR) Bos 
P — — | — | — — — | 046) 0.37 — 
ee ies o- | a» | Oe! Baz] - | an 


Im Mittel: 43,14°’o ©, 510°. H, 10,08°'s N, 8.86°/o S. 0.42% P. 
8,36 9/0 Cl. 24.040 O. 


Das Verhiltniss des Stickstoffs zum Kohlenstoff in dieser 
Substanz betriigt 1: 4,28 gegen 1:3,58 im Casein, was zum 
Theil darin seine Erkliirung findet, dass bei der Chlorirung des 
Caseins Amidogruppen durch Chlor ersetzt werden. Dem ent- 
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sprechend ist auch das Verhaltniss des Wasserstofis zum 
Kohlenstoff kleiner als im Casein. 

Unter der nicht bewiesenen Voraussetzung, dass das ge- 
schwetelte Caseinderivat ein einheitlicher Koérper sel, wurden, 
um einen Ueberblick tiber dessen Molekulargrésse zu be- 
kommen, folgende Versuche angestellt: 

0.2471 ¢ im Vacuum itber Schwefelsiiture getrocknete 
Substanz wurde in einer gemessenen Menge no Kalilauge 
gelost und mit n/1o Schwefelsiiure unter Anwendung von em- 
pfindlichem Lackmuspapier bis zur neutralen Reaction zuriick- 
litrirt. Die Differenz der verbrauchten Mengen der beiden 
Normattfliissigkeiten betrug 7,1 Gem. 

Kine neutral reagirende Losung des Korpers in verdtinnter 
Natronlauge wurde mit essigsaurem Kupfer versetzt, der Nieder- 
schlag abgesaugt und ausgewaschen, bis das Waschwasser 
kupferfrer war. 0,2940 ¢@ des im Vacuum getrockneten Nieder- 


g 
schlages gaben 0.0528 g Kupferoxyd, entsprechend 14,34° 


Kupfer. 

Auf iihnliche Weise wurde aus einer sauer reagirenden 
Losung durch essigsaures Silber ein Niederschlag erhalten, von 
welchem O,3780 ¢ 0.2118 ¢ Silber, entsprechend 56,03° 0, ent- 
hielten. 

Mit einem Aequivalentgewicht der betreffenden Metalle 
verbinden sich demnach: 

Zu der Kaliumverbindung mit 349 Gewichtstheilen organischer Substanz, 
Kuplerverbingung 190 
Siberverbindung 847 

Diese Zahlen stehen nitherungsweise in dem Verhiiltnisse 
von 2: 1:4, so dass die Kupferverbindung als normales, die 
beiden anderen Verbindungen als saure Salze zu bezeichnen 
wiren. 

Das geschwefelte Caseinderivat ist demnach noch = ein 
Korper bezw. ein Gemenge von Kérpern mit complicirter Zu- 
summensetzung; aus den angefiihrten Versuchen wiirde sich 
ein Molekulargewicht von mindestens 760 (d. i. 4 > 190) be- 
rechnen, dem 27 Atome Kohlenstotf! entsprechen. 

lnteressant ist, dass bei der angenommenen Molekular- 
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gposse auf 2 Atome Chlor ziemlich genau 2 Atome Schwefel 
kommen. 

Der Phosphorgehalt wiirde dann '10 Atomgewicht be- 
tragen, was dafiir spricht, dass derselbe nur von einer fremden 
Beimengung herrthrt. 

Um Einiges uber die Art der Gruppirung der einzelnen 
Elemente zu erfahren, wurde eine Reihe von Spaltungsversuchen 
angestellt, tiber die noch in Ktirze berichtet werden. soll. 

Kin Theil des Schwelels kann durch Kochen mit Lauge 
als Schwefelalkali abgespalten werden, welches durch Nitro- 
prussidnatrium einerseits, durch ein bleisalz andererseits nach- 
eewlesen wurde, 

Zur quantitativen Bestimmung dieses Schwefelantheiles 
wurde nach mehreren vergeblichen Versuchen folgendes Ver- 
fahren eingeschlagen : 

2864 @ Substanz wurden mit einer Losung von Blei- 
hyvdroxyd in reiner Natronlauge (e natrio), zur Abhaltung der 
Laboratoriumsluft in einem Rohr eingeschlossen, durch LO Stunden 
im Wasserbade erhitzt. Nach dem Eréffnen der RoOhre wurde 
der Inhalt derselben in cin becherglas gespiilt, mit Essigsiiure 
gut absetzte, und 


angesiiuert, worauf sich das Schwefelbler ¢ 
wiederholt durch Decantation zuerst mit Wasser, dann mit 
verdiinnter Natronlauge gewaschen. Nachdem der = gereinigte 
Niederschlag in verdiinnter Natronlauge aufgeschwemmt worden 
war, wurde Chlorgas bis zur Siittigung in die Fliissigkeit | ein- 
geleitet, wodurch das Schwefelblet oxvdirt wurde und bald in 
Losung ging. Nach dem Ansiiuren mit Salzsiiure wurde auf 
dem Wasserbade zur Trockne eingedampft und der Riickstand 
mit verdiinnter Natronlauge aufgenommen. worin er sich voll- 
stiindig loste, die Losung mit Chlorbaryum versetzt und = mit 
Salzsiiure angesiiuert. Der entstandene Niederschlag, bestehend 
aus bleifreiem schwefelsauren Baryum, wog nach dem = Ab- 
liltriren, Waschen und Gliihen 0.0082 ¢, entsprechend 0.39% o 
Schwetel. Auch Vorversuche hatten gelehrt, dass, wenn eine 
verdiinnte alkalische Lésung von schwefelsaurem Blei mit der 
genugenden Menge Chlorbaryum versetzt) und mit) Salzsiiure 
angesauert wird, nur reines, bleifreies schwefelsaures Baryvum 








HO? Theodor Panzer. 
herausfallt und damit die Schwefelsiiure quantitatiy ausge- 
allt wird. 

Als bleischwiirzender Schwefel kann also nur ein Bruch- 
theil des Gesammtschwefels betrachtet werden, ein anderer 
Theil findet sich in’ der Form des sogenannten oxydirten 
Schwefels, wie der folgende Versuch beweist: 

0.2450 ¢ Substanz wurden mit 20°%/oiger Salzsiiure in 
ein Rohr eingeschlossen und dieses einen Tag lang im Wasser- 
bade erhitzt. Der Inhalt des Rohres wurde dann in. ein 
Becherglas gespiilt, mit Wasser verdiinnt, durch Filtration ge- 
Klart und mit Chlorbaryum versetzt, worauf ein weisser Nieder- 
schlag von schwefelsaurem Baryum entstand, dessen Gewicht 
O.0051 ¢ betrug, entsprechend 0.17°/0 Schwefel. 

Pas Filtrat von dem Baryumsulfat schwiirzte beim Kochen 
alkalische Bleil6sung. Um dieses schwefelhaltigen Spaltungs- 
produktes habhaft zu werden, wurde eine auf iihnliche Weise 
aus 1 @ Substanz gewonnene Fliissigkeit zuniichst nach dem 
Morner’schen!) Verfahren auf Cystin verarbeitet, ohne dass 
wedoch solches erhalten werden konnte. 

Auch in der Form der Rhodangruppe konnte Schwefel 
nicht nachgewiesen werden, indem eine Probe der Substanz, 
mit Lauge liingere Zeit) gekocht, auf Zusatz von Eisenchlorid 
keine Firbung gab. 

Bei zweistiindigem Kochen mit 2° oiger Schwefelsadure 
spaltete das geschwefelte Produkt Chlorwasserstoff ab. Der 
erosste Theil der angewendeten Substanz blieb hierbei ungelost, 
auf der Obertliche der heissen Fliissigkeit als braune olige 
Schicht schwimmend und beim Erkalten zu Boden  sinkend, 
indem sie zu einer harzigen Masse erstarrte, welche nunmehr 
phosphorfret war, jedoch im Wesentlichen dieselben Reactionen 
zeigte wie die urspriingliche Substanz und sich von dieser 
nur dadurch unterschied, dass sie in warmem Alkohol l6slich 
war, und dass sich die mit Eisessig bereitete L6sung auf Zu- 
satz von Wasser nicht triibte. 

Die iiber diesem Harze stehende gelbliche, klare Lésung 


1) Zeitsehr. f. physiol, Chemie, Bd, XXVIT. S. 595, 
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enthielt nach Entfernung der Schwefelsiiure noch Sehwefel und 
Phosphor in organischer Bindung. Xanthinbasen, kohlehydrat- 
ihnliche Korper, Albumosen, Peptone oder Amidosiiuren fanden 
sich nicht darin vor. 

Mehr Aufsehliisse als der eben angefiihrte Versuch gab 
die Spaltung mit concentrirter Salzsiaure. 

In einem Kolbchen, in dessen Hals ein Riicktlusskiihler 
eingeschliflen war, welch letzterer an seinem oberen Ende 
angeschmolzen einen mit Wasser beschickten Kugelapparat, 
ihnlich dem Peligot schen, trug, wurde 1 @ Substanz mit 
29) com. 20° oiger Salzsiiure durch 9 Stunden gekocht. 

Die Fliissigkeit in dem Kugelapparate, welche bestimmt 
war, die gasfOrmigen Spaltungsprodukte aufzufangen, und welche 
durch ein vorgelegtes Flissigkeitsventil vor Luftzutritt geschiit zt 
wurde, war nach beendeter Spaltung schwach opalisirend und 
schied auf Zusatz von Bleizucker einen braunen Niederschlag 
von Schwefelblei ab. Damit war Schwefelwasserstoff als 
Spaltungsprodukt nachgewiesen. Die von dem Schwefelblei 
abtiltrirte Fliissigkeit entfirbte nach dem Ansiiuern mit Schwefel- 
siiure auch stark verdtinnte Chamitleonlosung nicht. 

Die in dem Kolben befindliche Fliissigkeit war nur schwach 
briiunlich gefirbt und wenig getrubt. Eine kleine filtrirte Probe 
davon gab nach dem Verdiinnen mit Chlorbaryum einen weissen 
Niederschlag (schwefelsaures Baryum), eine andere, mit: alka- 
lischer Bleilosung gekocht, schied Schwefelblei aus. Die Haupt- 
menge der Fliissigkeit wurde durch zwei Tage hindurch im 
Wasserdampfstrome destillirt, nachdem die Luft aus dem ganzen 
Apparate durch Kohlensiiure ausgetrieben worden war. Das 
triibe Destillat wurde mit reinem Aether ausgeschiittelt, wobei 
es sich vollstindig kliirte. 

Die abgetrennte itherische Schicht hinterliess nach dem fret- 
Willigen Verdunsten des Aethers einen in schénen, langen, gelb- 
lich gefarbten Nadeln krystallisirten Korper, welcher bei 113° 
schmolz, bei stiirkerem Erhitzen ohne Verkohlung unter Entwicke- 
lung von Schwefeldioxvd verbrannte, in Alkohol unléslich war 
und die Lasseigne sche Stickstoffprobe nicht gab. Diese Sub- 


stanz muss daher als elementarer Schwefel betrachtet werden. 
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Da mir nicht bekannt ist, dass Schwefel mit Wasser- 
diimpfen fliichtig sei, so bleibt mir fiir das Auftreten des Schwefels 
im Destillate nur die Erklirung, dass derselbe dadurch ent- 
standen sei, dass zwei fliichtige Korper aus dem Spaltungs- 
gemische auf einander einwirkten. Vielleicht ist der eine davon 
der bereits nachgewiesene Schwetelwasserstoff, fiir den zweiten 
fehlt mir jeder Anhaltspunkt. 

Der Destillationsriickstand wurde wiederholt mit Aether 
ausgeschiittelt. Nachdem die itherischen Sehichten im Scheide- 
trichter abgehoben und der Aether derselben an der Luft ver- 
dunstet war, hinterblieb ein nur zum geringen Theile krystal- 
linischer, gelber Riickstand, der leicht in Alkohol, dagegen nur 
theilweise in warmem Wasser léslich war. Ein mit warmem 
Wasser daraus bereiteter Auszug schied beim Erkalten eine 
Olige, braune Substanz von eigenthiimlichem, an Alkylsulfide 
erinnerndem Geruche ab. Dieselbe ist leicht léslich in Natron- 
lauge und Ammoniak, stickstofffrei, schwefelhaltig und schwiirz! 
alkalische Bleil6sung schon bei gelinder Wirme. Nach diesen 
Kigenschaften stehe ieh nicht an, unter dieser Substanz ein 
organisches Hydrosulfid, Sullid oder eine Thiosiiure zu ver- 
muthen (ein Disulfid. wie das Cystin, wiirde aus  alkalischer 
BleilOsung nicht so rasch Schwefelblei abscheiden, die anderen 
organischen Schwefelverbindungen mit leicht abspaltbarem 
Schwefel sind in saurer Loésung nieht denkbar), und = zwar 
einer hOheren Reihe angeh6rend, da der Korper mit Wasser- 
diimpfen nicht fliichtig ist. Zu eingehenderer Priifung reichte 
die geringe Menge nicht aus. 

Der in warmem Wasser unlésliche Antheil ist nur gering, 
er ist schwefel- und. stickstofffret, 

Der Rest des Spaltungsgemisches, d. i. die mit Aether 
ausgeschiittelte Fliissigkeit, enthielt keinen bleischwiirzenden 
Schwetel mehr. Dieselbe wurde nach den tiblichen Methoden 
aul Amidosiiuren verarbeitet, von welchen sich wohl reichlich 
Leucin, jedoch weder Glutaminsiiure, noch Tyrosin  nach- 
welsen lessen. 

Endlich wurde noch zur Gewinnung von Spaltungspro- 
dukten, welche keine Amidogruppe mehr enthalten, 1 g des ge- 
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<chwefelten Caseinderivates mit Aetzkali solange geschmolzen, 
bis kein Ammoniak mehr entwich. Dabei trat kein an Indo] 
erinnernder Geruch auf. Aus der wiisserigen Lésung der 
Schmelze nahm Aether nichts Nennenswerthes auf. Die Fliissig- 
keit wurde mit Schwefelsiiure angesiiuert und destillirt. Das 
<chwefelfreie Destillat reducirte beim Kochen Silberlésung und 
enthielt héhere fliichtige Fettsiiuren, von denen, nachdem das 
Destillat in tiblicher Weise concentrirt worden war. nament- 
lich Buttersiiure deutlich zu riechen war. 

Der nunmehr sauer reagivende Destillationsriickstand 
wurde wiederholt mit Aether ausgeschiittelt, die jitherischen 
Ausziige vereinigt und abdunsten gelussen. Der WRiickstand 
wurde abermals mit wenig Aether aufgenommen, wobel eine 
nennenswerthe Menge einer krystallinischen Substanz ungelds| 
blieb. Eine wiisserige Losung dieser letztgenannten Substanz 
reagirt sauer, gibt mit Eisenchlorid einen voluminésen, hell- 
braunen Niederschlag, der in Salzsiiure leicht l6slich ist, mit 
ammoniakalischem Chlorcaleitum und etwas Alkohol cinen 
weissen, krystallinischen Niederschlag, mit Bleizucker einen 
weissen, flockigen Niederschlag, der sowohl im Ueberschusse 
von Bleizucker, als auch in Salpetersiiure léslich ist. Etwas 
von der trockenen Substanz, im Spitzréhrchen = erhitzt, ver- 
kohlt, riecht wie verbrannte  stickstoffhaltige Korper, setzl 
jedoch an den kiilteren Theilen des Rohrchens ein krystal- 
linisches Sublimat ab. Alle diese Reactionen passen auf Bern- 
steinsiiure, welche aber vielleicht noch durch eine stickstoti- 
haltige Beimengung verunreinigt ist. 

Der auf die oben erwiihnte Weise erhaltene ditherische 
Auszug wurde abermals verdunsten gelassen und der Riick- 
stand mit Wasser behandelt, worin er sich nur zum geringen 
Theile loste. Die wiisserige LOsung reagirte sauer und hinter- 
liess einen Hauch eines tarblosen, dickfliissigen Riickstandes, 
dessen LoOsung eine sehr verdiinnte Eisenchloridlésung deutlich 
gelb fiirbte. (Milchsiiure ?) 

Der mit Wasser extrahirte Riickstand war nach dem 
Umkrysiallisiren aus Aether farblos, krystallinisch, stickstoff- 
und schwefelfrei, in verdiinnter Sodalésung leicht und yoll- 
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stiindig léslich. Eine solche Losung gab beim Schiitteln einen 
ziemlich besténdigen Schaum, triibte sich auf Zusatz von ver- 
diinnter Schwefelsiiure und klirte sich beim Schiitteln mit 
Aether wieder. Eine Lésung dieser Substanz in verdiinntem 
Ammoniak gub nach dem Vertreiben des tiberschtissigen Am- 
moniaks mit Loésungen von Calcium-, Baryum- und Magnesium- 
salzen weisse, flockige Niederschliige. Durch diese Reactionen 
erscheint die Anwesenheit auch hédherer Fettsiuren nach- 
TOEWIESE, 

Die mit Aether ausgeschiittelte wiasserige Flissigkeit end- 
lich wurde, um die verkohlende Wirkung der freien Schwefel- 
siiure hintanzuhalten, mit Kochsalz versetzt, zur Trockne ein- 
gedampft, der Riickstand zur Entfernung der Hauptmasse der 
anorganischen Salze mit Alkohol ausgezogen. Der Abdampt- 
riickstand der alkoholischen Loésung, mit Wasser aufgenommen, 
gab deutliche Millon’ sche Reaction; auf Zusatz von Elsen- 
chlorid entstand eine kirschrothe Fiirbung, welche durch Salz- 
siiture aufgehoben wurde; Bromwasser rief einen reichlichen 
gelben Niederschlag hervor. Die zuletzt angefiihrten Reactionen 
sind die einzigen, welche die Anwesenheit eines aromatischen 
Spaltungsproduktes von Phenolnatur vermuthen lassen und auf 
das Vorhandensein eines Kohlenstoffringes in dem geschwefelten 
Caseinabkommiling hindeuten wiirden. 

Dies wire in Kiirze die Beschreibung der von mir an- 
cesteilten Versuche. Wenn man nun bel einer chemischen 
Arbeit zu solchen Resultaten gelangt ist, so pflegt man sich 
gewohnlich eine gréssere Menge von Untersuchungsmaterial 
darzustellen und, die bereits angestellten Versuche zur Richt- 
schnur nehmend, von Neuem an die Arbeit zu gehen. In dem 
vorliegenden Falle soll aber, zumal da die Darstellung der 
Substanz langwierig und die Ausbeute sehr gering ist (ca. 1!/2°/o 
des Ausgangsmaterials), ohne dass die Einheitlichkeit der Substanz 
verbiirgt wire, davon Umgang genommen werden, und zwar aus 
zgweicrlet Griinden. Das Thema hat niamlich auch zwei Seiten. 

Zuniichst hat der Toxicologe oder Gerichtschemiker ein 
Interesse, zu wissen, was eine Substanz ungefiihr sei, welche 
ihm bei seinen Untersuchungen immer wieder unter die Hiinde 
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kommt, wenn er dieselbe auch nur als unniitzen Ballast, als 
Verunreinigung betrachten muss. Diese praktische Seite des 
Themas scheint durch die angetihrten Versuche fiir den er- 
wiihnten Zweck geniigend erledigt zu sein. Die Antwort aut 
die Eingangs gestellte Frage lautet demnach: 

Wird in eine Fliissigkeit, welche durch ZerstOrung von 
Leichentheilen mit Salzsiiure und chlorsaurem Kalium erhalten 
wurde, Schwefelwasserstolf eingeleitet, so entsteht ein Nieder- 
schlag, der, abgesehen davon, dass er Schwefelmetalle und 
durch Oxydation des Schwefelwasserstotis abgeschiedenen 
Schwefel enthalten kann, aus gechlorten und geschwetelten 
Derivaten von Eiweisskorpern besteht, von ausgesprochen saurer 
Natur, welche die bereits beschriebenen Reactionen zeigen. 
Beziiglich der Loslichkeitsverhiiltnisse mag vielleicht noch die 
eine oder die andere Angabe, z. b. die Loslichkeit in Eisessig 
oder in essigsiurehaltigem Alkohol, mitunter praktische Ver- 
werthung finden kénnen. 

Anders steht es aber um das Thema, insofern dasselbe 
in die Chemie der Eiweisskérper einschliigt. Von diesem 
Standpunkte aus kann die Untersuchung nicht als abgeschlossen 
betrachtet werden. Wenn man aber bedenkt, wie wenig tiber 
die Constitution der Eiweissk6rper bekannt ist, dass wir ferner 
iiber den Chlorirungsprocess der Eiweisskorper nur geringe 
Kenntnisse besitzen, dass von den Halogensubstitutionspro- 
dukten der hoheren Fettsiiuren, welche zweifellos hier cine 
Rolle spielen, nur einige wenige dargestellt sind, dass endlich 
als primire Spaltungsprodukte vielleicht solche schwefelhaltige 
Korper auftreten, welche sehr unbestiindig sind, weshalb man 
immer schon weitgehend veriinderte Substanzen unter den 
Hiinden hat, so wird man eiusehen, dass ein Weiterarbeiten 
mit der untersuchten Substanz vorliiufig ziemlich aussichtslos 
erscheint, da eine verlissliche Deutung der gefundenen That- 
sachen derzeit unmdglich ist. 

Ks sel mir nur gestattet, noch einige Worte dariiber zu 
verlieren, welche Vorstellungen ich mir auf Grund meiner Ver- 
suche iiber das Zustandekommen dieser schwefel- und chlor- 
haltigen Derivate gebildet habe. 
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Durch die Behandlung der Eiweisskorper mit Salzsdiure 
und chlorsaurem Kalium wird das Eiweissmolektil zuniichst 
durch die Wirkung der Siiure gespalten, dann werden in den 
Spaltungsprodukten einzelne Atome oder Atomgruppen durch 
Chlor ersetzt. Nebenher diirfte vielleicht auch eine Oxydation 
erfolgen. So entsteht eine Reihe von gechlorten Eiweiss- 
abkommlingen ungefiihr im Range der Albumosen und Pep- 
tone. Ein Theil derselben, vielleicht die hédheren, sind in 
Wasser unléslich. Die in Wasser léslichen werden nun durch 
den in die Losung eingeleiteten Schwefelwasserstolf derart 
veriindert, dass einzelne Chloratome der gechlorten Albumosen 
oder Peptone mit dem Schwefelwasserstoff in Reaction treten, 
wodureh unlosliche Produkte entstehen. Es wiren da z. B. 


folaende Processe denkbar: 


C} -L$RS <<. 8 
" 1 HS = —S 42 HCI 
C] p> : Po ‘ 
COC! -- 1ks = ~—tese 48a 
CCl, + HS + H,O = —COSH + 3 HCl 
3 ee roe) 


Fir das Auftreten einer Atomgruppe, welche bei der 
Spaltung Schwefelsiiure lefert, fehlt mir noch eine priicise 
Vorstellung, 
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erscheint in Banden zu 6 Heften, jédes zu ungefihr 5—6 Bogen. Die 
Hefte erscheinen in Zwischenriumen von 1—2 Monaten. Die in dieser 
Zeitschrift zu publicirenden Arbeiten werden, wenn nicht der ‘grosse 
Umfang derselben es: unthunlich erscheinen lisst, streng in der Reihen- 
folge, in welcher sie der Redaction oder dem Verleger zugehen, auf- 
genommen, das Datum des. Einlaufs wird bezerchnet ‘und beim Schluss 
jedes Heftes die noch nicht zur Publication gelangten, aber eingegangenen 
Arbeiten angegeben. Bereits in “anderen Zeitschriften: verOffentliehte 
Arbeiten sowie Referate iiber bereits pubhicirte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fiir den Druc kbogen 25 Mk. Von jeder Arbeit 
werden dem Verfasser 50° Separat-Abdriicke gratis syiotert. 
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Erstes Heft: Die Schadelformen der elsdssischen Be- 
volkerung in alter und neuer Zeit.” Eine antliro- 
pologisch-historische Studie tiber siebenhundert Schadel 
aus den elsiissischen Ossuarier von Dr. med. Edmund 
Blind. Mit éinem Vorwort von G. Schwalbe; mit 
zebn Jithogr. Tafeln: und” einer Karte. 4°. VHI, 412 S. 

BES £2), PRPS, 508 | eon Es Sa a a ets Se 
Zweites Heft: Die Korpergrosse der Wehrpflichtigen 
des Reichslandes Elsass-Lothringen. Nach amt- 
-lichen..Quellen: bearbeitet von Dr. G.-Brandt, Stabs 
und. .Abtheilungsarzt im. Feld-Art:-Regt. Nr. 15. Mit 

drei kolorirten Karten: 4°. VII, 82 S. 1898. -% 8.— 
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_ yAls Endziel steht der.topographischen Rassenforschyung vor Augen 
eine moéghehst genaue und bis auf. die kleineren .und kleiisten Bezirke 
eingehende Analyse der sematischen Verhiiltnisse, so dass aus der Suntine 
aller dieser. Einzeluntersuchungen ein Gesamtbild der kdrperlichen Merkmale 
eines ganzen Landes, Erdteils, ja in letzter Instanz der ganzen ‘bewohnten 
Erde gewonnen werden kann. Weit sind wir von einem solchen Ziele entfernt, 
aber es sind doch schon dankenswerte Anfange gemacht, so in: Deutschland ' 
fir Baden yon Ecker und Ammon, fiir Bayern von J. Ranke: Ihnen reihen 
sich in ansgezeichneter systematischer Weise die Arbeiten der Strassburger 
anthropologischen Schule an, die unter G. Schwalbes Fiihrung einen der Brenn- 
punkte anthropologischer Forschung in Deutschland bildet. Es- war’ éin 
besonders gliicklicher-- Gedanke des. Leiters’ der dortigen Anatomie, alle 
daselbst: eingelieferten Leichen-auf ihre wichtigsten anthropologischen Merk- 
male zu uritersuchen, und so hat sich bereits ein genau beebachtetes Material 
von 2700 Individuen beider Geschtechter ond aller Altersstnfen dort an- 
gesammelt, yon denen 1800 allein dem Unterelsass angehoren. Aber ‘das_ ist 
nicht dag einzige Material, auch Beobachtungen an Lebenden (besonders bei 
Rekrutenaushebungen), sowie Grabreste “aus dlter und neuerer Zeit dienen 
mit zur Gewinnung .des Gesamtbildes. der Anthropologie Elsass-Lothringens, | 
das in Einzeluntersuchungen zur Darstellung kommén und nicht nur die Typen 
der age fg Bevolkerung, sondern auch moglichst_eingehend die: Wande-_. 
lungen der“ Somatisgben Verhiltniss¢ des Landes im Laufe der Zeiten um- ~~ 
lassen wird... .* | _ *  *- Bmil Schmidt; Globus 1898. 
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